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1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZE 
 
Fenoli so ena od najbolj znanih in v zadnjih desetletjih močno raziskovanih spojin 
sekundarnega metabolizma rastlin. Vedno večje zanimanje za raziskave na področju 
fenolnih spojin izvira iz njihovega izrazito pozitivnega učinka na zdravje ljudi (Pandey in 
Rizvi, 2009). Fenoli so vsakodnevno vključeni v človeško prehrano: od jutranje skodelice 
kave ali čaja, sadja in zelenjave, predelanih izdelkov in prehranskih dopolnil, do večernega 
kozarca vina ali piva (Crozier in sod., 2009; Crozier in sod., 2000). Čeprav fenoli niso 
nujno potrebni za rast, razvoj in vzdrževanje telesnih vitalnih funkcij, je epidemiološko in 
klinično dokazano, da je njihova osnovna vloga v človeškem telesu zmanjšanje tveganja za 
bolezni. Bolj kot zdravilni učinek fenolov, se v aktualnih raziskavah poudarja njihova 
sposobnost preprečevanja pojava in razvoja različnih kroničnih, kardiovaskularnih, 
nevrodegenerativnih in rakastih obolenj (Del Rio in sod., 2013). Kljub temu, da so fenoli 
osrednja tema več tisoč znanstvenih člankov, še vedno ni popolnoma znan način absorpcije 
in distribucije fenolnih metabolitov v človeškem telesu (Crozier in sod., 2009). Novejše 
raziskave poročajo o ključnem pomenu celičnega in živilskega matriksa1 na biodostopnost 
ali biorazpoložljivost fenolnih spojin in drugih spojin iz rastlinskih izdelkov (Rodríguez-
Roque in sod., 2015; Carbonell‐Capella in sod., 2014). V zadnjih letih se zato vse več 
pozornosti namenja pomenu uživanja svežih nepredelanih ali manj predelanih živil, saj naj 
bi bila učinkovitost izoliranih rastlinskih sekundarnih metabolitov v prehranskih dopolnilih 
bistveno slabša. 
 
Poleg pomena v človeški prehrani, imajo fenoli v rastlinah pomembno ekološko in 
biološko funkcijo. V preteklosti je bilo razširjeno mnenje, da so fenoli in drugi sekundarni 
metaboliti stranski produkti metabolizma (Hartmann, 2007). Sodobne raziskave so 
potrdile, da je njihova funkcija obramba rastlin in interakcija rastlin z organizmi v okolju 
(Lattanzio in sod., 2012). Vsebnost fenolnih spojin v rastlinah se razlikuje med družinami, 
rodovi, vrstami, sortami in akcesijami. Nekateri fenoli so specifični za določen rod ali 
vrsto, drugi so splošno razširjeni v različnih tkivih večine višjih rastlin (Harborne, 1989). 
Vsebnosti fenolov se razlikujejo tudi med vrstno in sortno enakimi rastlinami, med 
različnimi rastlinskimi deli in tkivi iste rastline in so drugačne v različnih razvojnih fazah. 
 
Raznolike vloge fenolnih spojin v rastlinskih delih izhajajo iz njihove specifične kemijske 
strukture. Fenoli so kemijsko zelo heterogena skupina sekundarnih metabolitov, ki ima v 
osnovni molekulski strukturi najmanj en benzenov obroč, na katerega je neposredno 
vezana najmanj ena hidroksilna skupina. Splošne in široke definicije rastlinskih fenolnih 
spojin, kakršna je prej navedena, so na podlagi novejših raziskav nadomestile bolj 
specifične opredelitve. Po mnenju Lattanzio in sod. (2012), je prvo jasno definicijo 
fenolnih spojin podal Haslam leta 1998 in še danes predstavlja osnovo sodobnih, bolj 
                                                 
1 Sestava obroka, celokupne sestavine v hrani, angl. „food matrix“ 
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natančnih razlag rastlinskih fenolov. Po predlogi definicije »očetov« raziskav fenolnih 
spojin, profesorjev Edgara Charlesa Bate-Smitha in Tonya Swaina, je Haslam rastlinske 
fenolne spojine opredelil kot »vodotopne fenole z molekulsko maso med 500 in 3000-4000 
Da, 12-16 fenolnimi skupinami2, 5-7 aromatskimi obroči na vsakih 1000 Da molekulske 
mase in s sposobnostjo obarjanja beljakovin in alkaloidov«. Z odkritjem in identifikacijo 
novih fenolov se je izkazalo, da taka definicija izključuje nizkomolekularne (<500 Da) in 
visokomolekularne (>4000 Da) spojine, ki prav tako sodijo v skupino fenolnih spojin. 
 
Po obsežni diskusiji so leta 2011 Quideau in sodelavci rastlinske fenole najprej razdelili na 
dve večji skupini: skupino monofenolov in skupino polifenolov. Polifenole so jasno 
definirali kot »rastlinske sekundarne metabolite, ki izvirajo izključno iz šikimat-izhajajoče 
fenilpropanoidne in/ali poliketidne biosintezne poti, imajo več kot en benzenov obroč in ne 
vsebujejo funkcionalne skupine z dušikom v svoji osnovni strukturni obliki«. Monofenole 
so opredelili kot vse ostale prekurzorje in metabolite polifenolov, ki jih sestavlja fenolni 
del molekule. Obe definiciji zajemata vse do danes znane fenolne spojine (trenutno jih je 
identificiranih več kot 8000) in omogočata bolj natančno klasifikacijo ter preprečujeta 
nepravilno uporabo izraza »polifenol«. Poleg te, precej splošne delitve fenolnih spojin v 
dve krovni skupini, fenole glede na njihovo kemijsko strukturo natančneje delimo na 
flavonoide in ne-flavonoide (Crozier in sod., 2009). Podrobna delitev fenolov v skupine je 
prikazana v prilogi A. 
 
Najbolj pogoste fenolne spojine v rastlinah uvrščamo v skupini fenolnih kislin ter 
flavonoidov (Slika 1, Priloga A). Kemijska struktura fenolnih kislin je C6-C13, oziroma C6-
C34 (Priloga A). C6-C1 predstavlja osnovni skelet benzojskih kislin, pri katerih so na 
aromatski obroč na poziciji R2 vezani različni derivati. Osnovni aromatski obroč cimetnih 
kislin opisuje kemijska formula C6-C3, pri čemer so na aromatskem obroču vezani trije 
ogljikovi derivati (Margalit, 2012). Poleg navedenih skupin so v rastlinah pogoste tudi 
fenolne spojine iz skupin halkonov, stilbenov, naftokinonov, lignanov in ligninov (Naczk 
in Shahidi, 2006). 
 
Kemijska struktura flavonoidov je C6-C3-C6 in označuje dva aromatska obroča, povezana s 
heterocikličnim obročem, sestavljenim iz treh atomov ogljika (Priloga A). Delitev na 
benzojske in cimetne kisline je univerzalna, o nadaljnjih delitvah flavonoidov pa si različni 
avtorji niso enotni. Najbolj pogosto jih uvrščajo v podskupine flavanolov, antocianinov, 
flavonolov, flavonov, flavanonov in izoflavonov (Mozaffarian in Wu, 2018; Heim in sod., 
2002). Poleg naštetih, nekateri avtorji dodajo še proantocianidine, kot posebno skupino 
flavonoidnih polimerov (Hurst, 2008). 
 
                                                 
2 Fenolna skupina je benzenov obroč, na katerega je vezana najmanj ena hidroksilna (OH) skupina. 
3 Benzenov obroč, na katerega je vezana skupina, ki vsebuje kisik, npr COOH. 
4 Benzenov obroč, na katerega je vezana 3 C skupina. 
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Slika 1: Običajna delitev fenolnih spojin s podrobnejšim prikazom skupine taninov. 
Figure 1: Common classification of phenolic compounds with a detailed presentation of the group of tannins. 
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Podrobne delitve fenolnih spojin večinoma temeljijo na kemijski strukturi molekul, izjema 
so tanini (Slika 1), ki se od ostalih skupin fenolov ne razlikujejo po kemijski strukturi, pač 
pa le po določenih kemijskih lastnostih. 
 
Ashok in Upadhyaya (2012) sta definirala tanine kot »vse fenolne spojine z zadostnim 
številom hidroksilnih in ostalih primernih skupin za oblikovanje kompleksov z 
beljakovinami in z ostalimi makromolekulami v določenih razmerah, ki še niso v celoti 
preučene«. Tanini so torej oligomerne molekule, sestavljene iz večjega števila enot, ki 
zaradi številnih hidroksilnih skupin tvorijo komplekse z makromolekulami, kot so 
beljakovine, polisaharidi in minerali (Hassanpour in sod., 2011). Prav tvorba topnih in 
netopnih kompleksov z beljakovinami je glavna lastnost taninov, ki jih loči od drugih 
spojin iz skupine fenolov. Tanini so topni v vodi in zato se med njimi in celulozo, 
hemicelulozo, pektinom, steroidi, saponini, nukleinskimi kislinami in alkaloidi pojavljajo 
interakcije. Razen nekaterih visokomolekularnih taninov, so vsi tanini topni v polarnih 
topilih (Hassanpour in sod., 2011). 
 
Tanini so prisotni v vakuolah celic različnih organov številnih rastlinskih vrst (Abeynayake 
in sod., 2011). Tanine glede na kemijsko strukturo delimo v štiri podskupine: 
hidrolizirajoče, kondenzirane, kompleksne tanine in psevdotanine (Slika 1). Posamezne 
podskupine izhajajo iz različnih delov sintezne poti (Slika 2). Okuda in Ito (2011) delita 
tanine tudi na polifenole stalne kemijske strukture (tip A) in tanine spreminjajoče strukture 
(tip B). 
 
Hidrolizirajoče tanine lahko nadalje delimo na galotanine in elagitanine, imenovane po 
galni in elagni kislini, ki nastaneta po hidrolizi v šibki kislini ali bazi (Slika 3) (Hagerman, 
2002). Hidrolizirajoči tanini so molekule z relativno veliko molekulsko maso, sestavljene 
iz sladkorja (običajno glukoze), na katerega so vezani estri galne ali elagne kisline 
(Arapitsas, 2012). Prvi korak v nastanku kompleksnih struktur hidrolizirajočih taninov je 
oblikovanje pentagaloilglukoze oziroma osnovnega galotanina (Slika 3). Kompleksnejše 
strukture nastanejo z nadaljnjo vezavo enot galne kisline (galoilnih ostankov) z depsidno 
vezjo na osnovno strukturo. Elagitanini nastanejo iz galotaninov z oksidativnimi 
reakcijami med enotami galne kisline. Na ta način nastanejo heksahidroksidifenske 
(HHDP) enote (Slika 3) (Hagerman, 2002).  
 
Do danes je bilo identificiranih več kot 1000 hidrolizirajočih taninov različnih struktur in 
molekulskih mas, od enostavnega glukogalina do pentamernih elagitaninov z molekulsko 
maso večjo od 5000 Da (Hagerman in sod., 1998; Simionescu in Simionescu, 1976). 
Hidrolizirajoče tanine najdemo v sadju, zelenjavi in predelanih živilih rastlinskega izvora. 
Relativno velike vsebnosti taninov v plodovih so značilne za rastline iz družine rožnic 
(Rosaceae), kjer so te fenolne spojine običajno prisotne v obliki nizkomolekularnih 
glukogaloilov ali kot HHDP tanini. Hidrolizirajoči tanini so značilni za jagodičje (maline,  
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Slika 2: Poenostavljena shema sinteze fenolnih spojine v rastlinah. Sintezna pot hidrolizirajočih taninov (1*) 
in proantocianidinov (2*) se nadaljuje na naslednjih slikah. PAL – fenilalanin amonijak liaza, C4H – cinamat 
4-hidroksilaza, 4CL – 4-kumarat:CoA ligaza, CHS – halkon sintaza, CHI – halkon izomeraza, F3H – 
flavanon 3-hidroksilaza, DFR – dihidroflavonol 4-reduktaza. 
Figure 2: A simplified scheme of synthesis pathway of phenolic compounds in plants. Synthesis pathway of 
hydrolysable tannins (1*) and proanthocyanidins (2*) is continued on the following figures. PAL – 
phenylalanine ammonia lyase, C4H – cinnamate 4-hydroxylase, 4CL – 4-coumarate-CoA ligase, CHS – 
chalcone synthase, CHI – chalcone izomerase, F3H – flavanone 3-hydroxylase, DFR – dihydroflavonol 
reductase.  
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ameriške borovnice, sibirske borovnice, jagode itd.), pogosti so tudi v vrstah redov Fagales 
(hrast, rožič, lupinarji itd.) in Myrtales (mirta, granatno jabolko). Poleg tega so prisotni v 
staranem vinu, žganih pijačah in kot aditivi (konzervansi) mesu, ribam ali vinu. Najbolj 
znani hidrolizirajoči tanin je taninska kislina, ki je registrirana kot dodatek v živilih in v 
prehrani živali (Scientific opinion …, 2014; Gülçin in sod., 2011). 
 
Čeprav je bilo od prve identifikacije hidrolizirajočih taninov do danes narejenih veliko 
pomembnih korakov k pojasnilu njihove sinteze, ekstrakcije in vloge v prehrani ljudi in 
živali, standardizirane analizne in ekstrakcijske metode te pomembne skupine fenolov še 
vedno niso podane. Ločevalne metode niso dovolj učinkovite, identifikacijo pa otežuje tudi 
pomanjkanje komercialno dostopnih standardov. Hidrolizirajoči tanini so strukturno zelo 
različne molekule in natančen pregled razpoložljive in nam dostopne literature ne omenja 
optimalne metode, ki bi bila primerna za ekstrakcijo vseh hidrolizirajočih taninov. Poleg 
tega se zaradi pomanjkanja standardov identificirane spojine iz te skupine pogosto 
preračunavajo na dostopne standarde in izražajo v ekvivalentih galne, elagne ali taninske 
kisline. Preračuni, ki temeljijo na neustreznih standardih, vodijo k napačni oceni vsebnosti 
spojin v rastlinskih tkivih. Iz navedenega lahko sklepamo, da je analiza sestave in 
vsebnosti hidrolizirajočih taninov v večini primerov nenatančna in pogosto celo zmotna. 
Sklepamo, da je to razlog, da je med tanini skupina hidrolizirajočih taninov slabo 
raziskana. K navedenemu prispeva lahko tudi dejstvo, da so hidrolizirajoči tanini v živilih 
in človeški prehrani manj pogosti. 
 
Kondenzirani tanini (proantocianidini) so v človeški prehrani bolj zastopani in zato tudi 
mnogo bolj raziskani. Proantocianidini se po kemijski strukturi in molekulski masi jasno 
ločijo od drugih spojin iz skupine taninov in fenolov. Medtem, ko hidrolizirajoči tanini 
nastajajo z vezavo fenolnih kislin na osrednjo sladkorno enoto, proantocianidine glede na 
dostopno literaturo opredeljujemo kot oligomerne in polimerne molekule, sestavljene iz 
enot flavanolov (flavan-3-olov) (Romani in sod., 2006; Herderich in Smith, 2005; Vidal in 
sod., 2003; Khanbabaee in van Ree, 2001; Santos‐Buelga in Scalbert, 2000) (Slika 4). 
Nekateri avtorji poročajo o oligomerih in polimerih proantocianidinov (prodelfinidina, 
procianidina, propelargnidina) z drugačnimi strukturnimi/gradbenimi enotami (Higdon in 
sod., 2018; Vermerris in Nicholson, 2008). Fennema (2008) ter Vermerris in Nicholson 
(2008) poročajo o levkoantocianidinih (flavan-3,4-diolih), kot monomernih enotah, iz 
katerih se s polimerizacijo tvorijo proantocianidini. Tudi Fischer in sod. (2007) poročajo o 
možnosti, da se proantocianidini sintetizirajo neposredno iz levkoantocianidina ali s 
polimerizacijo katehina in epikatehina. Dva razloga omenjenih neenotnosti različnih 
avtorjev glede gradnikov proantocianidinov sta še vedno neznan mehanizem polimerizacije 
ter dejstvo, da metoda analize sestavnih enot proantocianidinov temelji na analizi 
produktov depolimerizacije molekule (Shi in sod., 2018). V podporo teoriji, da so flavan-3-
oli gradbene enote proantocianidinov, govori dejstvo, da se ti običajno pojavljajo kot 
terminalna enota v molekuli proantocianidinov in da so flavan-3,4-dioli v rastlinah manj 
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pogosti (morda le manj raziskani) (Haborne, 1999). Glede na dosedanje razumevanje 
taninov bi lahko rekli, da so proantocianidini flavonoidni polimeri. 
 
Strukturno so proantocianidini izjemno raznoliki, kar je posledica različnega zaporedja 
gradbenih enot znotraj molekule, tipa vezi med enotami in stopnje polimerizacije. Do 
danes identificirani monomeri in izomeri flavan-3-olov, ki se pojavljajo kot sestavni del 
proantocianidinov, so katehin/epikatehin, galokatehin/epigalokatehin, afzelehin 
/epiafzelehin, fisetinidol/epifisetinidol in robinetinidol/epirobinetinidol (Hümmer in 
Schreier, 2008) (Slika 4). Glede na tip kemijske vezi med monomeri znotraj molekule 
proantocianidina razlikujemo A in B tip proantocianidinov. Pri B tipu so med monomeri 
najbolj pogoste interflavanoidne vezi C4→C8, manj pogosto pa se monomeri med seboj 
vežejo na pozicijah C4→C6. Pri A tipu proantocianidinov se poleg C4→C8, oblikuje še 
dodatna vez med pozicijami C2 in C7 (Slika 5). Stopnja polimerizacije taninov je zelo 
različna; poznamo dimere z molekulsko maso 578 Da, pa vse tja do visokomolekularnih 
spojin z molekulsko maso do 150 000 kDa (Williams in sod., 1983). Definicije oligomerov 
in polimerov se razlikujejo, a običajno za dimere, trimere pa vse do heptamerov 
uporabljamo izraz oligomer (n=2-6), medtem ko se izraz polimer uporablja za 
visokomolekularne spojine s stopnjo polimerizacije večjo od šest (n>6) (Slika 5). 
 
Glede topnosti kot kemijske lastnosti lahko vse fenolne spojine razdelimo na ekstraktibilne 
in ne-ekstraktibilne fenole. Ekstraktibilni fenoli (EF) so topni v organskih topilih, medtem 
ko ne-ekstraktibilne (NEF) fenolne spojine ostajajo vezane v ekstrakcijskemu ostanku. V 
ekstraktibilno frakcijo fenolnih spojin se izločijo nizkomolekularne spojine, med katere 
sodijo topni proantocianidini in hidrolizirajoči tanini, flavonoidi in fenolne kisline. Na 
drugi strani ne-ekstraktibilni fenoli zajemajo večinoma polimerne polifenole, med katere 
štejemo netopne proantocianidine in hidrolizirajoče tanine, poleg njih pa tudi 
nizkomolekularne fenolne spojine, vezane na sestavne dele celične stene (polisaharide in 
proteine) ali ujete v matriks celične stene (Arranz, 2010). Večina sodobnih raziskav 
poudarja pomembnost proučevanja vezane frakcije fenolnih spojin, saj z analiziranjem 
samo topnega dela fenolov zanemarimo večji del fenolnih snovi v rastlinskem materialu in 
močno podcenimo realne vsebnosti (Pérez-Jiménez in Saura-Calixto, 2015; Cheng, 2013).  
 
Predvideva se, da ne-ekstraktibilni fenoli vezani v živilskemu matriksu, pri uživanju 
rastlinskih izdelkov potujejo skozi gastrointestinalni trakt in pridejo do debelega črevesa z 
nespremenjeno strukturo. Tam postanejo substrat za bakterijsko mikrofloro, ki razgrajuje 
originalne strukture polifenolov do metabolitov, ki se lahko absorbirajo (González-Sarrías, 
2017; Ross, 2014). Za večino ekstraktibilnih fenolov se predvideva, da se razgradijo že v 
želodčni kislini in tankem črevesu ter le v manjši meri preidejo v krvni obtok in imajo 
sistemske učinke. 
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Velika strukturna raznolikost proantocianidinov in hidrolizirajočih taninov je povezana z 
njihovo ekstrakcijo in reaktivnostjo – dvema ključnima lastnostma, ki vplivata tudi na 
prehrambni vidik in senzorično zaznavo živil, ki vsebujejo spojine iz te fenolne skupine. 
Glavni značilnosti taninov, ki neposredno vplivata na kakovost živil, sta grenkost in trpkost 
(adstringenca) (Ashok in Upadhyaya, 2012). Grenkost lahko opišemo kot oster okus ali 
pomanjkanje sladkosti, medtem ko je trpkost definirana kot občutek suhosti, zategovanja in 
krčenja ustne sluznice ter pikanten občutek v ustni votlini (Soares in sod., 2017). Občutek 
trpkosti po uživanju živil z veliko vsebnostjo taninov je posledica specifičnih, prej 
omenjenih reakcij med tanini in beljakovinami. Bate-Smith je leta 1954 prvi predlagal, da 
je trpkost posledica interakcije taninov in proteinov v slini, kar potrjujejo številne sodobne 
raziskave (Ma in sod., 2014). Kljub temu, da so proantocianidini prisotni v večini sadnih in 
zelenjavnih vrst, je bilo do danes največ raziskav narejenih na področju vinogradništva in 
vinarstva. V enologiji imajo tanini poseben pomen, saj vinu dajejo značilen okus, ki ga 
opisujemo kot »mokast«, »lepljiv«, »agresiven«, »oster«, »zelen«, »nezrel« itd. Na različen 
občutek trpkosti v ustih poleg strukture proantocianidinov in interakcije s proteini v slini, 
vplivajo tudi vsebnost sladkorjev, kislin, alkohola in drugih spojin, prisotnih v vinu in 
sadju (Harbertson in sod., 2013). 
 
Številne sodobne raziskave preučujejo soodvisnost med občutkom trpkosti in vsebnostjo 
proantocianidinov, njihove povprečne stopnje polimerizacije, sestave monomernih enot in 
stereokemije (Quijada-Morín in sod., 2012; Prigent in sod., 2009). Sprva so soodvisnost 
med občutkom trpkosti in vsebnostjo taninov prikazovali s pozitivno linearnim odnosom. 
Kasneje so to teorijo ovrgli in dokazali, da je občutek trpkosti bolj odvisen od sestave 
monomernih enot v molekuli proantocianidinov in stopnje polimerizacije (Slika 4 in 5), kot 
pa od same vsebnosti taninov (Quijada-Morín in sod., 2012). Quijada-Morín in sod. (2012) 
poročajo o povečanem občutku trpkosti ob prisotnosti epikatehina kot monomerne enote v 
proantocianidinih ali ob prisotnosti galokatehina kot terminalne enote v molekuli. 
Nasprotno, prisotnost epigalokatehina na katerikoli poziciji v molekuli proantocianidina je 
negativno povezana z občutkom trpkosti. S številnimi raziskavami so poskušali povezati 
stopnjo polimerizacije z občutkom trpkosti, vendar so rezultati pogosto nasprotujoči (Ma in 
sod., 2016; Prigent in sod., 2009). Nekatere raziskave poročajo, da se občutek trpkosti veča 
z večanjem stopnje polimerizacije, medtem ko druge občutek trpkosti in stopnjo 
polimerizacije opišejo s paraboličnim trendom. Poleg organoleptičnih študij teorijo 
adstringence v paraboličnem trendu potrjujejo tudi raziskave o topnosti proantocianidinov 
višje stopnje polimerizacije in njihove afinitete do proteinov. Z večanjem stopnje 
polimerizacije proantocianidini postajo preveliki za interakcije in obarjanje beljakovin v 
človeški slini ter so posledično senzorično neaktivni (Kennedy in sod., 2006).  
 
Poleg trpkosti tanini vplivajo na grenak okus plodov in iz njih pridobljenih proizvodov. 
Raziskave omenjajo, da proantocianidini z nižjo stopnjo polimerizacije vplivajo na bolj 
grenak okus, medtem ko višje polimerizirani proantocianidini plodovom dajejo trpek okus 
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(Preys in sod., 2006). In vitro študije kažejo, da so prelomna točka med zaznano grenkobo 
in trpkostjo tetramerni oligomeri proantocianidinov (Soares in sod., 2017; Naurato in sod., 
1999; Lu in Bennick, 1998; Lea, 1984). Hkrati in vivo študije nakazujejo, da imajo tudi 
nizko polimerizirani proantocianidini (v odsotnosti visoko polimeriziranih 
proantocianidinov) veliko afiniteto za interakcije in obarjanje beljakovin (Obreque-Slier in 
sod., 2011; Vidal in sod., 2003). 
 
Poleg proantocianidinov z nizko stopnjo polimerizacije tudi monomeri flavan-3-olov 
(katehin, epikatehin, galokatehin, epigalokatehin) ter nekateri derivati in monomeri 
benzojskih (galna in elagna kislina) in cimetnih kislin (klorogenska, kavna, ferulna, p-
kumarna kislina) reagirajo s proteini (Okuda in Ito, 2011; Rangari, 2008). Omenjeni fenoli, 
ki v ustih povzročajo občutek trpkosti in/ali grenkobe, so nizkomolekularne spojine in ne 
ustrezajo definiciji taninov, zato jih opisujemo z imenom psevdotanini. Pri pregledu 
literature s področja taninov, je očitno razbrati, da se izrazu psevdotanini pogosto 
izogibajo, verjetno zaradi nejasne in neenotne definicije oziroma razlage. V novejši 
literaturi je izraz psevdotanin dobil popolnoma nov pomen, ki označuje umetno 
sintetizirane spojine iz skupine taninov (Cheng in sod., 2015). 
 
Od odkritja taninov do danes se zanimanje za njihovo preučevanje neprestano povečuje. 
Poleg vpliva psevdotaninov na organoleptične lastnosti, so tanini zanimivi tudi z vidika 
raznovrstnih pomenov v človeški prehrani, o katerih si dosedanje raziskave niso povsem 
enotne. Po eni strani tanini s proteini v človeški slini tvorijo komplekse in so zato na 
poseben način zaščiteni v procesu prebave, kar jim omogoča večjo biodostopnost in 
biorazpoložljivost v primerjavi z ostalimi fenolnimi snovmi. Po drugi strani pa afiniteta 
taninov do proteinov lahko vpliva na delovanje prebavnih encimov in hormonov, kar bi 
lahko negativno vplivalo na zdravje ljudi (Santos‐Buelga in Scalbert, 2000). 
 
Pomen taninov je bolje pojasnjen v rastlinah, kjer je v ospredju predvsem njihova 
interakcija s proteini. Primarna vloga taninov v rastlini je namreč zaščita pred rastlinojedci 
in patogeni, zato so prisotni v listih, skorji, plodovih in semenih številnih rastlinskih vrst 
(Furlan in sod., 2010). Naštetim delom rastlin dajejo neprijeten, trpek in za rastlinojedce 
odvračalni okus. Zelo zanimiv primer tovrstnega obrambnega mehanizma je raziskan pri 
akacijah, ki predstavljajo glavni vir hrane antilopam na območju južne Afrike. Drevesa 
akacije po objedanju začnejo hitro izločati etilen (hlapne signalne molekule), ki izzove 
povečano sintezo taninov v listih sosednjih dreves akacij. Tovrstna aktivna obramba lahko 
sproži tako intenziven odziv v sintezi in kopičenju taninov, da zaužitje prevelike količine 
akacijevih listov lahko povzroči celo smrt antilop (Heldt in sod., 2005a). V primeru 
obrambe pred patogenimi organizmi tanini ustavljajo in omejijo njihov razvoj z vezavo na 
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elicitorje5 ali tako, da sprožijo hipersenzitiven obrambni odziv rastline v obliki 
programirane celične smrti (Heldt in sod., 2005b). 
 
Obrambna vloga taninov v rastlini tako opravičuje sorazmerno visok metabolni strošek 
sinteze omenjenih fenolnih spojin. Sinteza in vsebnost taninov je določena z genotipom, ki 
označuje evolucijski odgovor na spremembe v okolju (Lattanzio in sod., 2012). V 
regulacijo sintezne poti so vključeni številni strukturni geni in transkripcijski faktorji, ki 
določajo aktivnost encimov vključenih v sintezo taninov (Zorenc in sod., 2017). 
 
Nedavne študije so pokazale, da sinteza proantocianidinov ne poteka samo v citosolu, 
ampak tudi v kloroplastih. Poleg tega so pokazali, da sta za prenos od mesta sinteze do 
vakuole specifična dva mehanizma; prenos z glutation S-trasferazo in, po novem, prenos v 
specializiranih organelih, imenovanih tanosomi, kateri se oblikujejo iz membrane klorofila 
(Zhao, 2015; Brillouet in sod., 2013). 
 
Sinteza hidrolizirajočih in kondenziranih taninov (proantocianidinov) se prične s sintezno 
potjo šikimske kisline (Slika 2). Galna kislina je eden od glavnih prekurzorjev v sintezi 
hidrolizirajočih taninov. Naslednji korak v sintezi je vezava ostanka galne kisline 
(galoilnega ostanka) na glukozo in tvorba β-glukogalina. Ta proces regulira aktivnost 
encima glukoziltransferaze (Slika 3). Naslednji korak je sinteza pentagaloilglukoze, ki je 
regulirana z različnimi acetiltransferazami (EC 2.4.1). Na osrednjo molekulo sladkorja se v 
točno določenem zaporedju vežejo še štirje galoilni ostanki (Niemetz in Gross, 2005). 
Pentagaloilglukoza predstavlja najenostavnejšo obliko galotaninov in je osnova za sintezo 
kompleksnejših galotaninov in elagitaninov. Sinteza bolj kompleksnih galotaninov je 
katalizirana z delovanjem encimov galoiltransferaz in vezavo dodatnih galoilnih ostankov 
na obstoječe z depsidno vezjo. Struktura elagitaninov je bolj kompleksna in raznolika v 
primerjavi z galotanini, saj med galoilnimi enotami obstajajo številne možnosti 
intramolekulskih C-C in C-O povezav. Na ta način se tvorijo za elagitanine značilni 
heksahidroksidifenski (HHDP) deli molekule (Hagerman, 2002). 
 
Od biosintezne poti šikimske kisline se sinteza fenolnih spojin nadaljuje preko 
fenilpropanoidne do flavonoidne sintezne poti (Slika 2). Končni produkti flavonoidne 
sintezne poti so tudi proantocianidini, ki se lahko pojavljajo kot oligomeri ali polimeri, 
sestavljeni iz monomernih enot, sintetiziranih na različnih nivojih flavonoidne poti. Znotraj 
flavonoidne sintezne poti je najbolj raziskana sintezna pot antocianinov, saj te spojine 
ključno vplivajo na barvo rastlin. Glede na to, da imajo antocianini in proantocianidini 
skupne intermediate, so raziskave sinteze antocianinov veliko prispevale tudi k 
razumevanju sintezne poti proantocianidinov (He in sod., 2008a). 
                                                 
5 Elicitorji ali signalne spojine, so spojine, ki nespecifično inducirajo odpornost različnih rastlinskih vrst. V 
tem primeru, proteini, ki jih izločajo patogeni za napad rastlinskih celic; encimi, ki razkrajajo celice. 
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Slika 3: Sinteza hidrolizirajočih taninov. UGT - Uridin difosfat glikoziltransferaza, ACT – acetiltransferaza, 
GLT – galoiltransferaza; HHDP - heksahidroksidifenska kislina. 
Figure 3: Synthesis of hydrolisable tannins, UGT – Uridine diphosphate glycosyltransferase, ACT – 
acetyltransferase, GLT – galloyltransferase, HHDP – hexahydroxydiphenic acid.  
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Flavonoidna sintezna pot se prične s tvorbo naringenin halkona iz treh molekul malonil-
CoA in molekule 4-kumaroil-CoA (Slika 2). Ta proces je kataliziran z delovanjem encima 
halkon sintaze (CHS, EC 2.3.1.74). Naslednji korak je izomerizacija naringenin halkona v 
naringenin. Ta sprememba se lahko zgodi tudi brez delovanja encimov, vendar halkon 
izomeraza (CHI, EC 5.5.1.6) pospeši ciklizacijo halkona za približno 107-krat (Wang in 
sod., 2010). V tem delu sintezne poti se torej oblikuje osnovni skelet vseh flavonoidov 
(C6-C3-C6), ki ga katalizirata encima CHS in CHI. Naslednji koraki v sintezni poti so 
katalizirani s flavonoid 3'-hidroksilazo (F3'H, EC 1.14.13.21) in flavonoid 3',5'-
hidroksilazo (F3'5'H, EC 1.14.13.88) in se zaključijo s tvorbo eriodiktiola in 
pentahidroksiflavanona. Vsi trije flavanoni (naringenin, eriodiktiol in 
pentahidroksiflavanon) se lahko s pomočjo flavanon 3-hidroksilaze (F3H, EC 1.14.11.9) 
oksidirajo do dihidroflavonolov (dihidrokampferola, dihidrokvercetina in 
dihidromiricetina). Poleg tega dihidrokampferol lahko služi kot prekurzor za sintezo 
dihidrokvercetina in dihidromiricetina. Njuna sinteza je odvisna od delovanja F3'H in/ali 
F3'5'H. Sinteza prvih monomernih enot proantocianidinov je posledica aktivnosti 
dihidroflavonol 4-reduktaze (DFR, EC 1.1.1.219 ), ki reducira dihidroflavonole in tvori 
levkoantocianidine (flavan-3,4-diole). Levkoantocianidini so intermediati za trans 
flavan-3-ole, ki so rezultat aktivnosti lavkoantocianidin reduktaze (LAR, EC 1.17.1.3) in 
za cis flavan-3-ole, katerih sinteza poteka v dveh korakih. 
 
V prvem koraku antocianidin sintaza (ANS, EC 1.14.11.19) z oksidacijo tvori nestabilne 
antocianidine (pelargonidin, cianidin, delfinidin), ki v drugem koraku s pomočjo 
antocianidin reduktaze (ANR, EC 1.3.1.77) preidejo v cis oblike flavan-3-olov. Obe, cis in 
trans obliki flavan-3-olov ter flavan-3,4,-dioli so v literaturi predlagani kot potencialni 
prekurzorji proantocianidinov (Slika 4). Sama polimerizacija monomernih enot še ni 
znana, v teku pa je aktivna razprava o encimskem ali neencimskem mehanizmu te 
kemijske reakcije (He in sod., 2008a). 
 
Vsebnost in sinteza taninov v rastlinah se razlikuje med rastlinskimi organi, spreminja se 
tudi med rastno dobo (Makkar in sod., 1988). Ker ekspresija genov in aktivnost 
posameznih encimov, ki sodelujejo pri sintezi proantocianidinov, še nista natančno 
raziskani, smo z raziskavami želeli podrobno preučiti procese v sintezni poti, saj so tanini 
ključni za užitno kakovost plodov nekaterih sadnih vrst. Določili smo razlike v fenolni 
sestavi plodov in drugih rastlinskih delov izbranih sadnih vrst ter obenem spremljali 
sintezo fenolov med zorenjem. Raziskave so vključevale različne metode ekstrakcije 
taninov, analizo metabolitov s tekočinsko kromatografijo v povezavi z masnim 
spektrometrom (HPLC-MS) ter aktivnost posameznih encimov in genov, vključenih v 
sintezo in oksidacijo fenolnih spojin. 
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Slika 4: Sinteza kondenziranih taninov (proantocianidinov).  ANS – antocianidin sintaza, ANR – 
antocianidin reduktaza, LAR – levkoantocianidin reduktaza. GCH – galoilirani katehin hidrolaza , ECGT – 
epikatehin 1-O-galoil- β-D-glukoza O-galoiltransferaza 
Figure 4: Synthesis of condensed tannins (proanthocyanidins). ANS – anthocyanidin sintase, ANR – 
anthocyanidin reductase, LAR – leucoanthocyanidin reductase. GCH -  galloylated catechins hydrolase, 
ECGT - epicatechins 1-O-galloyl-β-D-glucose O-galloyltransferase.  
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Slika 5: Vrste intramolekularnih vezi med monomernimi enotami znotraj molekule proantocianidinov. 
Flavanolne enote v interflavan vezi in polimeriziranih oblikah so prikazane brez pripadajočih hidroksilnih 
skupin. SP – stopnja polimerizacije, C – katehin, EC – epikatehin. 
Figure 5: Types of intramolecular bonds between monomeric units in proanthocyanidin molecules. Flavanol 
units in representation of interflavan bonds and polymerized forms are presented without associated 
hydroxylic groups.  SP – degree of polymerization, C – catechin, EC - epicatechin.  
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Poskus 1: Razlike v topnosti proantocianidinov v različnih topilih 
 
Plodovi nešplje (Mespilus germanica L.) so klimakterični sadeži, ki se skladiščijo v 
posebnih pogojih z namenom doseganja užitne zrelosti plodov. V poskusu smo iz trpkih in 
umedenih plodov ekstrahirali fenolne spojine z različnimi topili. V poskusu smo preverili 
učinkovitost ekstrakcije v bolj in manj polarnih topilih, ki se v literaturi pogosto omenjajo 
kot primerna topila za ekstrakcijo proantocianidinov in ostalih skupin fenolnih spojin. 
Fenolne spojine smo ekstrahirali iz kožice in pulpe trpkih in umedenih plodov nešplje. Cilj 
poskusa je bil določiti optimalno topilo za ekstrakcijo proantocianidinov iz različnih delov 
plodov nešplje pri različni zrelosti. 
 
Poskus 2: Vpliv toplotne obdelave listov na ekstrakcijo proantocianidinov 
 
Listi kutine (Cydonia oblonga Mill.) so se tradicionalno uporabljali v zdravilne namene 
zaradi velike vsebnosti fitokemikalij, predvsem taninov. Iz listov (svežih ali sušenih) se 
tradicionalno pripravlja poparek in prevretek. V poskusu smo primerjali fenolne profile 
prevretka, poparka ter macerata listov kutine v vodi in etanolu. Preverili smo tudi vpliv 
sušenja listov na ekstrakcijo fenolnih spojin pri kratkotrajni in dolgotrajni izpostavljenosti 
visoki temperaturi ob pripravi čaja. 
 
Poskus 3: Vpliv različnih atmosfer na medenje kakija in spremembe kakovosti plodov 
 
V poskusu smo preverjali vpliv različnih plinov na medenje kakija (Diospyros kaki 
Thunb.) sorte 'Tipo' in 'Rojo Brillante'. Plodove smo dozorevali v atmosferi s CO2, z 
etilenom in v bližini zrelih plodov jabolk. Zanimalo nas je, ali je zorenje v modificiranih 
atmosferah utemeljeno oz. ali se enake rezultate lahko doseže z medenjem v neposredni 
bližini plodov zrelih jabolk. Spremljali smo fizikalne parametre kakovosti (barvo, maso, 
trdoto) in spremembe v vsebnosti taninov, sladkorjev ter organskih kislin med medenjem. 
 
Poskus 4: Primerjava vsebnosti primarnih in sekundarnih metabolitov v različnih delih 
jabolk 
 
Poskus smo izvedli na različnih sortah jabolk (Malus domestica Borkh.). Primerjali smo 
fenolni profil in aktivnost oksidacijskih encimov v pulpi, kožici, soku in ostanku pri 
predelavi jabolčnega soka (sadni pogači). Dodatno smo preverili, če je oksidacijska 
sprememba barve pri rezanju jabolk povezana z aktivnostjo encimov ali vsebnostjo 
fenolov. Zanimalo nas je razmerje fenolnih skupin v različnih delih jabolk. Preverili smo 
možnost uporabe sadne pogače kot pomembnega vira fenolov. 
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Poskus 5: Sezonsko spremljanje aktivnosti encimov fenilpropanoidne poti v povezavi z 
vsebnostjo fenolnih spojin pri različnih lupinarjih 
 
V poskus smo vključili tri sorte oreha (Juglans regia L.) in tri sorte leske (Corylus 
avellana L.). Izbrali smo po dve sorti oreha ('Fernor' in 'Lara') in leske ('Clark' in 'Tonda di 
Giffoni') z rjavo barvo teste ter po eno sorto oreha in leske, za katero je značilna rdeča 
barva teste jedrc. Med rastno dobo smo spremljali sintezo proantocianidinov v različno 
obarvani testi jedrc izbranih sort leske in oreha. Obenem smo preverili spremembo 
aktivnosti posameznih encimov, vključenih v sintezo proantocianidinov. 
 
V okviru doktorske disertacije smo postavili naslednje raziskovalne hipoteze: 
 
1. Zaradi različne stopnje polimerizacije proantocianidinov med dozorevanjem se 
spremeni njihova topnost v polarnih topilih. 
 
2. Večja vsebnost antocianinov v različnih organih sadnih rastlin zaradi kompeticije 
za iste substrate vpliva na manjšo vsebnost proantocianidinov. 
 
3. Med dozorevanjem sadja se vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov 
spreminja. Spreminja se tudi vsebnost prekurzorjev fenolnih spojin, kar je 
povezano s spremenjeno aktivnostjo encimov. 
 
4. Z različnimi ukrepi za medenje klimakteričnih plodov vplivamo na spremembe v 
vsebnosti taninov. 
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2 ZNANSTVENA DELA 
  
2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
 
2.1.1 Kemijska sestava jabolk, soka in sadnega ostanka pri pridelavi soka ter 
korelacija med vsebnostjo fenolov, encimsko aktivnostjo in porjavenjem mesa 
 
Persic M., Mikulic-Petkovsek M., Slatnar A., Veberic R. 2017. Chemical composition of 
apple fruit, juice and pomace and the correlation between phenolic content, enzymatic 
activity and browning. Lebensmittel-Wissenschaft and Technologie, 82: 23-31 
 
V gospodarsko pomembnih in odpornih sortah jabolk (Malus domestica L.) smo določili 
vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov v plodu, soku in ostanku (sadni pogači), ki 
nastane pri pridobivanju soka. Prvi cilj raziskave je bil preveriti fenolno sestavo frakcij 
ploda v korelaciji z encimskim porjavenjem mesa. Naslednji cilj je bil oceniti primernost 
ostanka pri pridelavi jabolčnega soka za ekstrakcijo fenolnih spojin. Poleg tega so bile 
sorte razvrščene po njihovi primernosti za uporabo kot sveže sadne rezine na podlagi 
encimske aktivnosti, skupnih fenolnih spojin in stopnje porjavelosti mesa. Največja 
vsebnost skupnih fenolnih spojin je bila izmerjena v sadni pogači sorte 'Granny Smith' v 
jabolčni sok, kar nakazuje primernost za ekstrakcijo fenolov. Jabolka sorte 'Majda' se lahko 
ponudi na trgu kot narezano sveže sadje, saj nismo opazili skoraj nobenih sprememb v 
barvi mesa zaradi oksidacije. Korelacijski test je pokazal, da je oksidacija jabolčne pulpe 
odvisna od vsebnosti skupnih fenolnih spojin in povezana z aktivnostjo polifenoloksidaze. 
Poleg tega nismo ugotovili nikakršne značilne korelacije med stopnjo oksidacije in 
aktivnostjo peroksidaze. 
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2.1.2  Spremembe fenolnega profila jedrc oreha in lešnika z rdeče obarvano testo med 
dozorevanjem 
 
Persic M., Mikulic-Petkovsek M., Slatnar A., Solar A., Veberic R. 2018. Changes in 
phenolic profiles of red-colored pellicle walnut and hazelnut kernel during ripening. Food 
Chemistry, 252: 349-355 
 
Zaradi visoke vsebnosti fenolnih spojin v testi lupinarjev, so fenolne spojine v jedrcih brez 
teste le redko predmet raziskav in ostajajo nedoločene. V raziskavi smo se osredotočili na 
vsebnost fenolnih spojin in dikarboksilnih kislin v jedrcu oreha in lešnika, ki smo jim pred 
analizo odstranili testo. Za identifikacijo in kvantifikacijo posameznih fenolnih spojin in 
dikarboksilnih kislin v orehih in lešnikih z rdečo in rjavo barvo teste smo uporabili 
tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti in detekcijo s spektrofotometrom z nizom 
diod in masnim spektrometrom (HPLC-DAD-MSn). Rezultati kažejo, da so digaloilni 
heksozni izomer heksahidroksidifenske kisline (HHDP), heksozid vanilne kisline, derivat 
kinske kisline in katehin glavne sestavine orehovih jedrc brez teste, medtem ko so derivat 
galoilkinske kisline, kafeoil heksozid in katehin glavne spojine lešnikovih jedrc brez teste. 
Kljub temu, da je vsebnost fenolnih spojin in dikarboksilnih kislin v jedrcu brez teste v 
primerjavi s testo orehov in lešnikov bistveno manjša, pomembno prispeva k skupni 
vsebnosti fenolov v celotnem orešku, saj predstavlja izredno velik delež skupne mase 
jedrca. 
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2.1.3 Rdeči oreh: karakterizacija fenolnega profila, encimatske aktivnosti in genske 
ekspresije encimov, povezanih s fenilpropanoidno sintezno potjo v testi oreha 
med dozorevanjem 
 
Persic M., Mikulic-Petkovsek M., Halbwirth H., Solar A., Veberic R., Slatnar A. 2018. 
Red walnut: characterization of the phenolic profiles, activities and gene expression of 
selected enzymes related to the phenylpropanoid pathway in pellicle during walnut 
development. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 66, 11: 2742–2748  
 
Med dozorevanjem plodov redke rdeče-obarvane varietete oreha smo analizirali 
spremembe fenolnega profila. Vsebnosti spojin v testi rdečega oreha (RW) smo primerjali 
z vsebnostmi v dveh znanih sortah oreha: 'Lara' (rjava testa) in 'Fernor' (svetlo rjava testa). 
V testi vseh treh sort smo določili tudi aktivnosti izbranih encimov fenilpropanoidnih in 
flavonoidnih poti ter izražanje strukturnih genov fenilalanin amonijak liaze (PAL) in 
antocianidin sintaze (ANS). V testi RW je bila aktivnost fenilalanin amonijak liaze (PAL) 
in sorodna PAL ekspresija najbolj izrazita v avgustu, približno en mesec pred tehnološko 
zrelostjo plodov, kar kaže na visoko stopnjo sinteze fenolnih spojin na tej razvojni stopnji. 
Najbolj izrazite razlike med rdečimi in svetlo ter temno rjavimi sortami orehov smo 
izmerili avgusta in sicer so se RW vzorci odlikovali po povečani aktivnosti PAL in 
ekspresiji PAL in ANS. Živahna barva RW teste je posledica kopičenja štirih derivatov 
cianidin- in delfinidin- heksozidov. 
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2.1.4 Vpliv tehnologije zorenja na izbrane metabolite v plodovih kakija (Diospyros 
kaki Thunb.) 
 
Persic M., Jakopic J., Hudina M. 2018. The effect of post-harvest technologies on selected 
metabolites in persimmon (Diospyros kaki Thunb.) fruit. Journal of the Science of Food 
and Agriculture, 99: 854-860 
 
V raziskavah, povezanih z odpravo trpkosti kakija, so vedno v ospredju tanini, medtem ko 
je vpliv modificirane atmosfere na ostale fitokemikalije običajno zanemarjen. V raziskavi 
smo spremljali spremembe v vsebnosti skupnih, topnih in netopnih fenolnih spojin, topnih 
taninov, saponinov, karotenoidov ter spremembe v vsebnosti izbranih primarnih 
metabolitov. Rezultati kažejo, da etilen povzroči zmanjšanje skupne vsebnosti fenolnih 
spojin, medtem ko je v obravnavanju s CO2 vsebnost skupnih fenolov ostala 
nespremenjena v primerjavi z vsebnostjo fenolov pred tretiranjem. Obravnavanje z 
etilenom iz jabolk ni značilno vplivalo na vsebnost skupnih fenolov. Nadalje se je v 
obravnavanju s CO2 pri obeh sortah 'Kaki Tipo' in 'Rojo Brillante' delež netopnih fenolov 
značilno povečal, v obravnavanju z etilenom pa se je značilno povečal delež topnih 
fenolov. Vsebnost karotenoidov je bila med obravnavanji in sortama značilno različna, na 
drugi strani je vsebnost saponinov ostala nespremenjena glede na obravnavanje in sorto. 
Rezultati kažejo, da na vsebnost metabolitov v plodovih kakija vpliva izbira tehnologije 
zorenja, njihov vpliv pa je različen. Poleg uporabljene tehnologije po obiranju, so 
vsebnosti metabolitov zelo odvisne tudi od sorte. 
  
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  53 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  54 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  55 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  56 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  57 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  58 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  59 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  60 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
  
Peršić M. Vsebnost in sinteza … proantocianidinov … iz skupine taninov v organih različnih sadnih vrst.  61 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
2.2 POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO 
 
2.2.1 Ekstrakcija fenolnih spojin iz listov kutine 
 
Kutina (Cydonia oblonga L.) je v Sredozemlju tradicionalno gojena sadna rastlina z 
okrasno in uporabno vrednostjo. Plod kutine po obliki spominja na jabolko ali hruško, je 
zelo aromatičen, trd in trpek. Trpkost je posledica visoke vsebnosti taninov, zato se plodovi 
kutine ne uživajo sveži, temveč predelani v marmelado, kompote, sokove, likerje in žganje 
(Khoubnasabjafari in Jouyban, 2011). Različni ekstrakti (izvlečki) listov kutine se običajno 
uporabljajo kot domači zeliščni pripravki za zdravljenje različnih zdravstvenih težav. V 
primerjavi s plodom imajo listi kutine večjo vsebnost skupnih fenolnih spojin, trikrat večjo 
vsebnost polimernih proantocianidinov in šestkrat večjo vsebnost oligomernih 
proantocianidinov, 14-krat večjo vsebnost fenolnih kislin in 13-krat večjo vsebnost 
flavonolov (Teleszko in Wojdyło, 2015). V tradicionalni medicini se listi kutine 
najpogosteje uporabljajo za odpravljanje težav v prebavnem traktu. Uporaba poparka, 
prevretka ali macerata listov kutine se priporoča za preprečevanje in lajšanje diabetičnih, 
hemolitičnih in hiperglikemičnih težav (Sajid in sod., 2015). 
 
V raziskavi smo preučevali fenolni profil različnih ekstraktov iz listov kutine. Izvlečke 
smo pripravili s prekuhavanjem, maceracijo in poparkom ter na tradicionalni način iz 
svežih ali sušenih listov kutine. Kot referenčno metodo laboratorijske ekstrakcije smo 
uporabili hladno ekstrakcijo v ultrazvočni kopeli. Ekstrakte smo primerjali na podlagi 
fenolnega profila, saj fenolne spojine predstavljajo ključne bioaktivne in zdravju koristne 
spojine v ekstraktih listov kutine. Dodatni namen poskusa je bil primerjava učinkovitosti 
različnih metod ekstrakcije. Metode so se med seboj razlikovale v trajanju, temperaturi in 
ekstrakcijskih topilih. 
 
Materiali in metode 
 
Liste kutine smo vzorčili na pet let starih drevesih sorte 'Champion', ki so zasajena na 
zasebnem vrtu v Reki, na Hrvaškem. Liste smo pobrali julija 2016 in jih v hladilni torbi 
transportirali do laboratorija Biotehniške fakultete v Ljubljani, kjer smo takoj začeli z 
laboratorijsko obdelavo. 
 
Tradicionalne recepte za pripravke, oz. optimalna razmerja materiala in ekstrakcijske 
raztopine, smo povzeli po Evropski farmakopeji (European Pharmacopoeia, 2013). Del 
svežih listov smo 24 h sušili v pečici pri stalni temperaturi (40 °C). Povprečna vsebnost 
vode v suhih listih, uporabljenih za poparek in prevretek, je bila 28 %. Preostali del svežih 
listov smo uporabili za ekstrakcijo iz svežega materiala. 
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Macerat (Mac): Svežim listom smo odstranili pecelj, listno ploskev smo razrezali na 
manjše koščke in 2 g tako pripravljenega rastlinskega materiala ekstrahirali z 25 ml etanola 
(Mac EtOH) ali vode (Mac H2O). Maceracija je potekala 24 h pri sobni temperaturi v 
pokritih posodah. 
 
Poparek (Pop): 0,5 g sušenih listov smo prelili s 100 ml destilirane vode, segrete do 
vrelišča. Ekstrakcija je potekala v 250 ml pokritih čašah 15 min. 
 
Prevretek (Prev) je bil narejen iz 1 g svežega materiala (Prev Sv) in iz 0,5 g sušenega 
materiala (Prev S). Sveži ali sušeni listi so vreli 15 min v 100 ml (suhi) oz. 150 ml (sveži) 
destilirane vode. Po vretju je bil prevretek ohlajen na sobno temperaturo (5 min). 
 
Hladna ultrazvočna ekstrakcija: Ekstrakcija fenolov je bila izvedena po postopku, ki ga 
navajajo Jakopic in sod., 2010, in Veberic in sod., 2010, z manjšimi spremembami: 2 g 
sesekljanih listov smo ekstrahirali z 25 ml etanola (EtOH UZ) ali vode (H2O UZ) v 
ultrazvočni kopeli 1 h na 50 Hz. Segrevanje vzorca v ultrazvočni kopeli smo preprečevali s 
sprotnim dodajanjem ledu. 
 
Identifikacija fenolov s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z masnim 
spektrometrom (HPLC-MS): po končanih ekstrakcijah smo vzorce centrifugirali in 
prefiltrirali skozi 0,2 μm poliamidne filtre v viale. Analiza vzorcev je bila narejena na 
HPLC sistemu. Za ločevanje smo uporabili kolono Gemini C18 (Phenomenex, 15 × 4,6 
mm; 3 µm), ogreto na 25 °C. Kot mobilni fazi smo uporabili mešanico mravljične kisline, 
acetonitrila in bidestilirane vode v različnih razmerjih (mobilna faza A 0,1/3/96,9 v/v/v; 
mobilna faza B 0,1/3/96,9 v/v/v). Mobilni fazi sta se mešali po linearnemu gradientu od 5 
% do 20 % B v prvih 15 min metode, v naslednjih 5 min po linearnem gradientu od 20 % 
do 30 % B, naslednjih 5 min izokratsko,  potem 5 min z linearnim gradientom od 30 % do 
90 % B in izokratsko naslednjih 15 min. V zadnjih 5 min metode se je razmerje mobilnih 
faz vrnilo na začetno stanje. Za injeciranje smo uporabili 20 µL posameznega vzorca, 
pretok je bil konstanten (0,6 ml/min).   
  
Identifikacijo posameznih fenolov smo opravili z masnim spektrometrom z 
elektrorazprševalno ionizacijo (ESI, angl. electrospray ionization) z negativnem načinom 
ionizacije. Parametri za ESI so opisani v delu Persic in sod. (2018c). Vsebnost posameznih 
fenolov smo določili glede na umeritvene krivulje pripadajočih standardov.  
 
Vse ekstrakcije so bile narejene v štirih ponovitvah. Vsebnost je bila preračunana na suho 
snov, ki je omogočala enotno primerjavo med ekstrakti iz svežega (EtOH UZ, H2O UZ, 
Mac EtOH, Mac H2O in Prev Sv) in delno sušenega materiala (Pop, Prev S). Kot 
referenčno metodo za ekstrakcijo fenolnih spojin smo uporabili ultrazvočno ekstrakcijo. 
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Statistične metode: Podatke smo analizirali s programom Statgraphics Plus 4.0. Statistično 
značilne razlike v vsebnosti fenolnih spojin med ekstrakti listov kutine so bile testirane z 
enosmerno analizo variance (ANOVA). Za izračun statistično značilnih razlik v vsebnosti 
fenolnih spojin med ekstrakti smo uporabili Duncanov test. 
 
Grafično interpretacijo podatkov smo izdelali v programu R, z vmesnikom R Commander, 
podatki so bili standardizirani (µ=0, σ =1). Wardova metoda, ki temelji na kvadratni 
evklidski razdalji, je bila uporabljena za hierarhično analizo in porazdelitev ekstraktov na 
podlagi vsebnosti posameznih fenolnih spojin. 
 
Rezultati z razpravo 
 
V ekstraktih listov kutine smo identificirali 27 fenolnih spojin iz skupin flavanolov, 
flavonolov in fenolnih kislin. Ekstrakcija flavonolov je bila najbolj učinkovita v Mac EtOH 
(4,7 ± 0,3 mg/kg) in Prev S (5,4 ± 0,5 mg/kg), fenolne kisline so se optimalno ekstrahirale 
v Pop (9,9 ± 1,0 mg/kg), medtem ko je bila ekstrakcija flavanolov značilno večja v Prev S 
(20,9 ± 0,7 mg/kg) (Slika 6).  
 
 
Slika 6: Vsebnost fenolov v ekstraktih listov kutine. Različne črke nad stolpci prikazujejo značilne razlike 
med obravnavanji posebej za skupino flavonolov, fenolnih kislin (FK) in flavanolov. Obravnavanja:  
ultrazvočna ekstrakcija z vodo (H2O UZ), ultrazvočna ekstrakcija z etanolom (EtOH UZ), vodni macerat 
(Mac H2O), etanolni macerat (Mac EtOH), poparek (Pop), prevretek suhega materiala (Prev S) in prevretek 
svežega materiala (Prev Sv). 
Figure 6: The content of phenolic groups in various extracts of quince leaves. Different letters denote 
statistical difference among extracts separately for flavonols, phenolic acids and flavanols. Treatments: 
ultrasound extraction in water (H2O UZ), ultrasound extraction to ethanol (EtOH UZ), water maceration 
(Mac H2O), ethanolic macerate (Mac EtOH), water infusion (Pop), decoct of dry material (Prev S) and decoct 
of fresh material (Prev Sv).  
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Slika 7: Profil flavonolov (a), fenolnih kislin (b) in flavanolov (c) v različnih ekstraktih listov kutine ter 
vsebnost skupnih fenolnih spojin glede na maso uporabljenega materiala ali volumen ekstrakta (d). 
Obravnavanja: ultrazvočna ekstrakcija z vodo (H2O UZ), ultrazvočna ekstrakcija z etanolom (EtOH UZ), 
vodni macerat (Mac H2O), etanolni macerat (EtOH Mac), poparek (Pop), prevretek suhega materiala (Prev 
S), prevretek svežega materiala (Prev Sv). Podatki so standardizirani (µ=0, σ =1). Kv-kvercetin, K-
kampferol, CQA – kafeoilkinska kislina. 
Figure 7: Flavanol profile of various extracts from quince leaves. Treatments:  ultrasound extraction to water 
(H2O UZ), ultrasound extraction to ethanol (EtOH UZ), water maceration (Mac H2O), ethanolic macerate 
(Mac EtOH), water infusion (Pop), decoct of dry material (Prev S), and decoct of fresh material (Prev Sv). 
The data is standardised (µ=0, σ =1). Q-quercetin, K-kaempferol, CQA-caffeoylquinic acid. 
 
Najmanjšo vsebnost vseh analiziranih fenolnih skupin smo določili v vzorcu, 
ekstrahiranem z ultrazvočno metodo in vodnim topilom (Slika 6). Na splošno je bila 
ekstrakcija fenolnih spojin boljša pri višji temperaturi ekstrakcije. Zanimivo je, da je bila 
ekstrakcija flavanolov 28-krat boljša v Prev S v primerjavi s H2O UZ, 10-krat boljša v 
primerjavi z Mac H2O ter petkrat boljša v primerjavi s Pop. 
 
Med vrenjem rastlinskih delov celična struktura razpada in sproščajo se vezani fenoli. 
Pinelo in sod. (2006) so analizirali spremembe v fenolni sestavi grozdne kožice in kot 
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ključni korak v analizi vezanih fenolov izpostavili razgradnjo celične strukture oz. 
polisaharidov celične stene. Pri tem se sproščajo vezani oligomerni in/ali polimerni 
proantocianidini, ki se nahajajo vezani v matrici celične stene (Acosta-Estrada in sod., 
2014). 
 
V literaturi pogosto poročajo tudi o razpadu nizkomolekularnih fenolov pri visokih 
temperaturah ekstrakcije. Najbolj termolabilna je skupina fenolnih kislin (Ma in sod., 
2009), a obenem rezultati kažejo, da je ekstrakcija fenolnih spojin na splošno boljša pri 
višjih temperaturah ekstrakcije. Razloge za tovrsten pojav bi lahko pripisali fenolnemu 
profilu ekstraktov kutinovih listov, predvsem večjim vsebnostim psevdotaninov v 
primerjavi s kondenziranimi tanini. Tanini se pogosto spajajo s snovmi iz celične stene 
(Hanlin in sod., 2010), kar zelo vpliva na učinkovitost njihove ekstrakcije. 
 
Ekstrakcija flavonolov (Slika 6), med katerimi smo identificirali sedem derivatov 
kampferola, štiri derivate kvercetina in izoramnetin pentozid (Slika 7a), je bila podobno 
povezana z različnimi temperaturami. Po vsebnosti je v vseh analiziranih vzorcih (razen 
Prev Sv) izstopal kvercetin rutinozid. Prev Sv je vseboval največ kvercetin galaktozida in 
se od drugih ekstraktov razlikoval tudi po značilno večji vsebnosti kaempferol glukozida in 
nižji vsebnosti kampferol-ramnozil heksozida, kar je verjetno vplivalo na uvrstitev Prev Sv 
v svojo skupino po hierarhični metodi porazdelitve. Etanolni ekstrakti listov kutine so bili 
prav tako uvrščeni v samostojno skupino, saj so imeli vsi izrazito manjše vsebnosti 
kampferol-ramnozil heksozida III in IV. Velika vsebnost flavanoidov v zelenih delih 
rastline je običajna, saj je znano, da imajo flavonoidi pomembno vlogo pri zaščiti rastline 
pred visoko jakostjo UV sevanja (Jakopic in sod., 2009, Solovchenko in Merzlyak, 2008). 
 
V listih kutine smo v skupini fenolnih kislin identificirali sedem derivatov kafeoilkinske in 
pet derivatov kumarne kisline (Slika 7b). Slednji v predhodnih raziskavah ekstraktov listov 
kutine niso bili določeni (Costa in sod., 2009; Oliveira in sod., 2007; Teleszko in Wojdyło, 
2015). Iz slike 6b je razvidno, da je 5-kafeoilkinska kislina (5CQA) najbolj zastopana 
fenolna kislina v vseh ekstraktih listov, razen Prev Sv, kjer smo določili največjo vsebnost 
4-kafeoilkinske kisline (4CQA). Fenolne kisline skupno predstavljajo več kot 50 % vseh 
analiziranih fenolov v različnih ekstraktih listov kutine. Večja vsebnost 4CQA in manjša 
vsebnost 5CQA v primerjavi z ostalimi ekstrakti sta razloga, da smo Prev Sv uvrstili v 
samostojno skupino. Ekstrakt, ki smo ga pridobili z ultrazvočno ekstrakcijo z etanolom 
(EtOH UZ), je imel značilno večjo vsebnost derivata dikafeoilkinske kisine ter manjšo 
vsebnost derivata kumaroilkinske kisline, kar ga prav tako uvršča v samostojno skupino. 
 
Med flavanoli smo v listih kutine določili prisotnost monomerov katehina in epikatehina 
ter dimer in dva izomera trimernega procianidina (Slika 7c). V flavanolnem profilu listov 
kutine sta, odvisno od ekstrakta, prevladovala epikatehin in procianidin trimer II, a med 
različnimi temperaturami in topili nismo ugotovili enotnega odziva ekstrakcije te fenolne 
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skupine. Procianidin trimer je bil sicer bolj topen v vodi, epikatehin pa v etanolu, z izjemo 
ekstrakcije v Prev Sv. 
 
Rezultati nakazujejo na možnost vpliva različne polarnosti fenolnih molekul v povezavi s 
topnostjo v polarnih topilih. Specifična topnost v različnih topilih je dokazana ne samo za 
različne sekundarne metabolite različne sestave in kemijske strukture, ampak tudi za 
izomerne oblike posameznih molekul (Yamini in sod., 1998; Lucien in Foster, 1996). 
Različna topnost izomerov se jasno izrazi pri analizi fenolnega profila s pomočjo HPLC 
sistema, ki loči spojine glede na topnost v mobilni fazi ter skladnost s stacionarno fazo, 
kljub temu, da imajo analizirane spojine enako molsko maso (npr. katehin in epikatehin, 
procianidin B1 in procianidin B2). 
 
Metoda Prev S je bila najbolj učinkovita pri ekstrakciji fenolnih spojin iz rastlinskega 
materiala, preračunani na mg/kg, medtem ko je imel ekstrakt Mac EtOH največjo vsebnost, 
preračunano na mg/l (Slika 6d). Ekstrakti listov kutine se v tradicionalni medicini 
uporabljajo za zdravljenje težav prebavnega trakta in jih običajno pripravljajo kot 
prevretke (v raziskavi primerljivo obravnavanje Prev S) ali poparke (v raziskavi 
primerljivo obravnavanje Pop). Zdravilne učinke pripravkov iz listov kutine pripisujejo 
velikim vsebnostim taninov. Zdravilnega učinka sicer ne moremo potrditi, lahko pa na 
podlagi analiziranega profila fenolnih spojin in sestave različnih ekstraktov listov kutin 
potrdimo veliko vsebnost monomernih in oligomernih flavanolov, ter predvsem 
psevdotaninov. 
 
Rezultati študije kažejo na splošno slabo učinkovitost ultrazvočne metode in nizkih 
temperatur pri ekstrakciji fenolnih spojin iz listov kutine v primerjavi z ostalimi 
uporabljenimi metodami. 
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2.2.2 Vpliv različnih topil na ekstrakcijo taninov in ostalih fenolnih spojin iz različnih 
delov plodov nešplje 
 
Nešplja (Mespilus germanica L.) je klimakterično sadje, čigar dozorevanje je opisano z 
zmanjšanjem trdote in značilnim zmanjšanjem trpkosti. Pri klimakteričnem sadju, kot sta 
nešplja in kaki, so tanini pogosto osrednja tema raziskav sekundarnih metabolitov. Za 
njihovo ekstrakcijo se uporabljajo različne metode: Soxhlet ekstrakcija, maceracija, 
ultrazvočna in mikrovalovna ekstrakcija, superkritična in subkritična vodna ekstrakcija. V 
postopkih ekstrakcije se pogosto uporabljajo različna topila in različne ekstrakcijske 
temperature. Poleg tega se tanini ekstrahirajo iz svežega, zmrznjenega ali sušenega 
materiala, kar lahko dodatno vpliva na oceno vsebnosti taninov v rastlinskem tkivu. Zaradi 
izrazitih razlik v kemijski strukturi znotraj skupine fenolov ni enotne metode, ki bi bila 
primerna za ekstrakcijo vseh fenolnih spojin ali za vsak rastlinski material. Dodatne težave 
pri določanju vsebnosti taninov ustvarjajo njihove molekulske pretvorbe (predvsem 
polimerizacija) in številne interakcije z drugimi polimernimi molekulami. 
 
V tej raziskavi smo preučevali vpliv topila na ekstrakcijo fenolnih spojin, predvsem 
proantocianidinov, z namenom optimizacije ekstrakcijskega postopka za trpke (trde, 
nezrele, neumedene) in užitno zrele (umedene) plodove nešplje. Poleg tega smo preučili 
učinkovitost izbranih topil na ekstrakcijo fenolnih spojin iz različnih delov plodov: pulpe 
in kožice. 
 
Materiali in metode 
 
Trpke plodove nešplje smo obrali v tehnološki zrelosti oktobra 2015 z drevesa, ki je 
posajeno v okolici Biotehniške fakultete v Ljubljani. Del trdih plodov smo analizirali takoj 
(trpki plodovi), del plodov pa smo 27 dni pustili dozorevati na sobni temperaturi in jih 
analizirali ob užitni zrelosti (umedeni plodovi). 
 
Ekstrakcija fenolov je bila opravljena ločeno iz kožice in pulpe v obeh stadijih zrelosti 
plodov. V obeh primerih smo tanek sloj (približno 1 mm) kožice ločili od pulpe in vsak del 
ekstrahirali v različna topila, kot je prikazano v Preglednici 1. Ekstrakcija je bila narejena 
po metodi Mikulic-Petkovsek in sod. (2010) z manjšimi modifikacijami: 3 g kožice / 10 g 
pulpe smo ekstrahirali s 7 ml (kožica) / 12 ml (pulpa) topila. Ekstrakcija je potekala v 
hlajeni ultrazvočni kopeli na 50 Hz eno uro z dodajanjem ledu. Po ekstrakciji smo vzorce 
centrifugirali in prefiltrirali v viale. 
 
Identifikacijo in kvantifikacijo posameznih fenolnih spojin smo opravili s pomočjo HPLC-
MS sistema. Pogoji HPLC in MS analiz so bili enaki kot so opisani v poglavju 2.2.1. 
Vsebnost posameznih fenolnih spojin smo preračunali na podlagi umeritvene krivulje 
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ustreznega standarda. Vse meritve so bile izvedene v petih ponovitvah, rezultati pa so 
prikazani kot vsebnost fenolnih spojin v mg/kg sveže mase plodu nešplje. 
 
Preglednica 1: Topila za ultrazvočno ekstrakcijo fenolnih spojin iz kožice in pulpe trdega in užitnega plodu 
nešplje 
Table 1: Solvents used in ultrasound assisted extraction of phenolic compounds from fresh peel and pulp of 
firm and mellow medlar fruit 
 
Topilo Metanol Aceton Voda 
Metanol (MeOH) 100 % - - 
Aceton (Ac) - 100 % - 
Metanol + voda (MeOH + H2O) 70 % - 30 % 
Aceton + voda (Ac + H2O) - 70 % 30 % 
 
Za statistično analizo podatkov smo uporabili program Statgraphics Plus 4.0 in analizo 
variance (ANOVA). Za razliko med obravnavanji smo uporabili Duncanov test. 
 
Rezultati 
 
V kožici in pulpi plodov nešplje smo identificirali in kvantificirali 18 različnih fenolnih 
spojin iz skupin fenolnih kislin, flavanolov in flavonolov (Preglednica 2-5). Rezultati 
povprečnih vsebnosti fenolnih spojin so bili v območju vrednosti, ki jih poročajo Akbulut 
in sod. (2016) ter Gruz in sod. (2011). 
 
Rezultati potrjujejo, da vrsta topila značilno vpliva na ekstrakcijo fenolnih spojin iz 
različnih delov plodov nešplje. Ugotovili smo značilno interakcijo med delom ploda 
(pulpa/kožica) in topilom (p=0,0022) ter različno zrelostjo plodov in uporabljenimi topili 
(p=0.0002). Glede na rezultate lahko trdimo, da je učinkovitost ekstrakcije močno odvisna 
od stopnje zrelosti (umeden plod/trpek plod) in dela plodu (pulpa/kožica). 
 
Največjo vsebnost fenolnih kislin smo določili v pulpi in kožici umedenenega plodu, ki 
smo ju ekstrahirali s 100 % in 70 % acetonom, manjšo vsebnost pa smo zabeležili v 
ekstraktu s topili, ki so vsebovala aceton (Slika 7a in 7b). Statistično značilnih razlik med 
učinkovitostjo topil za ekstrakcijo iste skupine fenolnih spojin v pulpi umedenega plodu 
nismo potrdili. Največ fenolnih kislin se je iz kožice umedenega ploda ekstrahiralo v 100 
% metanol. 
 
Razlike med učinkovitostjo topila za ekstrakcijo fenolnih spojin iz kožice in pulpe trpkega 
plodu izvirajo iz razlike v učinkovitosti ekstrakcije galne kisline (Preglednica 2). Prisotnost 
galne kisline v ekstraktih s 100 % in 70 % metanolom je bila potrjena z masno 
spektrometrijo, vendar identifikacija na UV kromatogramu ni bila mogoča. Glede na 
dejstvo, da je galna kislina predstavljala okoli 30 % skupnih analiziranih fenolnih kislin, je 
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bil to glavni razlog manjše vsebnosti fenolnih kislin v ekstraktih z acetonom. 
 
3CQA je bila količinsko najbolj zastopana fenolna kislina v plodu nešplje, ekstrakcija te 
spojine je bila odvisna predvsem od dela plodu (Preglednica 2-5). Na splošno se je največ 
3CQA ekstrahiralo iz kožice s 100 % topili, iz pulpe pa s topili, razredčenimi z vodo. 
 
Učinkovitost uporabljenih topil za ekstrakcijo flavanolov se je na splošno razlikovala med 
deli plodu. Največ flavanolov iz pulpe se je ekstrahiralo s 100 % in 70 % acetonom, 
medtem ko so bila topila brez vode najbolj učinkovita pri ekstrakciji flavanolov iz kožice 
plodu. 
 
Ekstrakcija posameznih proantocianidinov je bila zelo različna in močno odvisna od dela 
plodu (Preglednica 2-5). Vsi identificirani posamezni proantocianidini v pulpi plodu so se 
na splošno bolje ekstrahirali z acetonom. Najbolj učinkovita topila za ekstrakcijo 
proantocianidinov iz kožice so bila topila brez dodane vode. Obenem je bil 100 % metanol 
najbolj učinkovito topilo za ekstrakcijo proantocianidinov iz kožice umedenega plodu. 
 
Učinkovitost ekstrakcije flavonolov je bila odvisna tako od dela plodu, zrelosti in 
uporabljenega topila. Aceton se je izkazal kot najbolj učinkovito topilo za flavonole iz 
pulpe in kožice trpkega plodu ter iz pulpe užitnega plodu. Značilnih razlik med 
učinkovitostjo topil za ekstrakcijo flavonolov iz kožice umedenih plodov nismo potrdili. 
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Preglednica 2: Posamezne fenolne spojine in fenolne skupine ekstrahirane s 100 % metanolom (MeOH), 100 
% acetonom, 70 % vodno raztopino metanola (70 % MeOH) in 70 % vodno raztopino acetona (70 % Ac) iz 
kožice trpkih plodov nešplje. * V sledovih. 
Table 2: Individual phenolic compounds and phenolic groups extracted with 100% methanol (MeOH), 100% 
acetone (Ac), 70% aqueous methanol (70% MeOH), and 70% aqueous acetone (70% Ac) from peel of 
astringent medlar fruit. * In traces. 
 
Kožica trpkega plodu Topila 
Flavanoli (mg/kg) 100 % MeOH 100 % Ac 70 % MeOH 70 % Ac 
Procianidin dimer I 61,0 ± 14,0 91,3 ± 15,3 17,3 ± 8,6 62,8 ± 20,7 
Procianidin dimer II 88,1 ± 13,4 61,7 ± 10,7 16,3 ± 9,4 19,9 ± 11,6 
Procianidin trimer I 78,3 ± 18,0 117,2 ± 19,6 22,2 ± 1,0 80,7 ± 26,5 
Procianidin trimer II 22,8 ± 2,8 15,5 ± 10,6 26,9 ± 2,5 12,1 ± 12,1  
Procianidin trimer III 19,0 ± 2,0 55,1 ± 23,0 53,5 ± 11,5  13,1 ± 7,8  
Procianidin tetramer I 112,2 ± 17,1 78,5 ± 13,7 20,8 ± 12,0 25,4 ± 14,8 
Procianidin tetramer II 140,9 ± 28,7 97,6 ± 44,8 4,58 ± 0,25 17,3 ± 9,0 
Procianidin tetramer III 75,1 ± 14,8 75,4 ± 20,8 22,0 ± 2,2  104,0 ± 45,9 
Procianidin tetramer IV 15,7 ± 0,6 21,3 ± 2,5 7,80 ± 0,38 17,1 ± 2,5 
Epikatehin 141,6 ± 16,8 46,5 ± 20,9 9,52 ± 1,00 102,6 ± 12,8 
Skupni flavanoli 754,7 ± 115,4  660,1 ± 116,0  201,0 ± 23,3  455,0 ± 82,9  
Fenolne kisline  (mg/kg) 
Galna kislina 312,9 ± 18,5  *   393,9 ± 66,3  *  
3-p-kumaroilkinska kislina 15,3 ± 1,4  21,0 ± 3,5  10,4 ± 0,8  13,9 ± 3,4 
3-feruloilkinska kislina 0,1 ± 0,0  0,3 ± 0,1  0,1 ± 0,0  0,1 ± 0,0  
Kavna kislina 13,5 ± 1,9  7,7 ± 1,6  9,6 ± 1,2  9,2 ± 1,9  
3CQA 654,0 ± 45,9 535,8 ± 45,1  631,5 ± 34,2  341,4 ± 23,6  
4CQA 0,9 ± 0,2  1,7 ± 0,3  0,6 ± 0,1  0,9 ± 0,2 
5CQA I 5,5 ± 1,3  3,0 ± 0,8  3,7 ± 0,3  6,1 ± 1,0  
5CQA II 0,9 ± 0,2  2,1 ± 0,9  2,6 ± 0,7  1,6 ± 1,1  
Skupne fenolne kisline 1003,1 ± 37,7 571,6 ± 48,1  1053,0 ± 61,0 373,3 ± 28,6  
Flavonoli (mg/kg) 
Kvercetin galaktozid 2,9 ± 0,7  4,23 ± 0,9  1,1 ± 0,1  2,4 ± 0,6  
Kvercetin glukozid 2,8 ± 0,7  3,95 ± 1,0  0,1 ± 0,0  3,9 ± 1,3  
Dihidrokampferol heksozid 5,9 ± 0,5  28,9 ± 2,0  32,0 ± 2,5  13,3 ± 6,6   
Skupni flavonoli 11,6 ± 1,9  37,0 ± 3,8  34,1 ± 2,6  19,6 ± 6,3  
SKUPNI ANALIZIRANI FENOLI 1769,4 ± 130,1 1268,7 ± 164,0 1288,2 ± 174,9 847,9 ± 107,8 
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Preglednica 3: Posamezne fenolne spojine in fenolne skupine ekstrahirane s 100 % metanolom (MeOH), 100 
% acetonom, 70 % vodno raztopino metanola (70 % MeOH) in 70 % vodno raztopino acetona (70 % Ac) iz 
pulpe trpkih plodov nešplje. * V sledovih. 
Table 3: Individual phenolic compounds and phenolic groups extracted with 100% methanol (MeOH), 100% 
acetone (Ac), 70% aqueous methanol (70% MeOH), and 70% aqueous acetone (70% Ac) from pulp of 
astringent medlar fruit. * In traces. 
 
Pulpa trpkega plodu Topila 
Flavanoli (mg/kg) 100 % MeOH 100 % Ac 70 % MeOH 70 % Ac 
Procianidin dimer  42,1 ± 17,8  87,9 ± 10,5  29,5 ± 7,8 45,0 ± 9,5 
Procianidin trimer I 63,5 ± 23,7  120,4 ± 15,8  39,2 ± 3,3  122,4 ± 8,2  
Procianidin trimer II 0,3 ± 0,1  0,2 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  
Procianidin tetramer I 53,0 ± 22,4  110,6 ± 13,2  37,2 ± 9,8  56,6 ± 11,9  
Procianidin tetramer II 31,6 ± 8,0  52,0 ± 6,0  17,9 ± 3,6  34,0 ± 6,2 
Procianidin tetramer III 81,5 ± 15,6  88,3 ± 20,2  38,4 ± 3,2 72,9 ± 15,6  
Procianidin tetramer IV 0,6 ± 0,4  0,3 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,3 ± 0,0  
Procianidin tetramer V 2,4 ± 0,3  3,2 ± 0,4  1,4 ± 0,1  1,9 ± 0,4  
Epikatehin 44,2 ± 8,5  49,3 ± 6,8  22,7 ± 0,4  35,7 ± 2,4  
Skupni Flavanoli:  319,1 ± 62,4  512,1 ± 59,3  186,6 ± 26,9  368,9 ± 38,5  
Fenolne kisline (mg/kg) 
Galna kislina 126,7 ± 9,6  *   200,4 ± 9,4  * 
Kavna kislina 13,8 ± 1,4  16,9 ± 3,4  11,1 ± 1,2  11,4 ± 2,0  
3-feruloilkinska kislina *  *  * *  
3CQA 191,2 ± 9,9  155,2 ± 6,1  228,1 ± 11,2  218,6 ± 27,6  
4CQA 0,3 ± 0,1  0,6 ± 0,1  0,3 ± 0,0  0,3 ± 0,1  
5CQA I 0,7 ± 0,2  1,0 ± 0,1  0,5 ± 0,0  0,8 ± 0,3  
5CQA II 1,3 ± 0,8  0,55 ± 0,08  0,6 ± 0,4  1,1 ± 0,5  
Skupne fenolne kisline:  381,1 ± 83,1  174,3 ± 7,7  441,0 ± 22,0  232,2 ± 29,0  
Flavonols (mg/kg) 
Kvercetin galaktozid 1,4 ± 0,1  2,0 ± 0,2  0,7 ± 0,1  1,6 ± 0,1  
Kvercetin glukozid 0,9 ± 0,0  1,4 ± 0,1  0,6 ± 0,1  1,1 ± 0,2  
Skupni flavonoli:  2,3 ± 0,2  3,4 ± 0,2  1,3 ± 0,1  2,7 ± 0,3  
SKUPNI ANALIZIRANI FENOLI: 702,5 ± 48,5 689,8 ± 63,5 628,9 ± 26,4 603,8 ± 55,7 
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Preglednica 4: Posamezne fenolne spojine in fenolne skupine ekstrahirane s 100 % metanolom (MeOH), 100 
% acetonom, 70 % vodno raztopino metanola (70 % MeOH) in 70 % vodno raztopino acetona (70 % Ac) iz 
kožice umedenih plodov nešplje. * V sledovih. 
Table 4: Individual phenolic compounds and phenolic groups extracted with 100% methanol (MeOH), 100% 
acetone (Ac), 70% aqueous methanol (70% MeOH), and 70% aqueous acetone (70% Ac) from peel of 
mellow medlar fruit. * In traces. 
 
Kožica umedenega plodu Topila 
Flavanoli (mg/kg) 
100 % 
MeOH 
100 % Ac 70 % MeOH 70 % Ac 
Procianidin dimer I 11,4 ± 1,9  24,6 ± 1,5  5,7 ± 0,4  6,1 ± 1,1  
Procianidin dimer II 63,0 ± 3,9  31,4 ± 5,9  13,9 ± 2,6  9,2 ± 2,8  
Procianidin trimer I 4,86 ± 1,0  9,1 ± 1,1  2,1 ± 0,9  2,3 ± 0,8  
Procianidin trimer II 58,0 ± 5,8  39,2 ± 4,3 21,3 ± 2,3  11,3 ± 2,0  
Procianidin tetramer I 1,5 ± 0,5  0,8 ± 0,0  0,3 ± 0,1  0,2 ± 0,1  
Procianidin tetramer II 36,7 ± 2,8  17,7 ± 1,7  14,6 ± 2,7  10,6 ± 1,6  
Epikatehin 28,0 ± 2,3  15,4 ± 1,9  3,7 ± 0,9  5,0 ± 0,6  
Skupni flavanoli:  203,5 ± 22,2  138,3 ± 16,4  61,7 ± 9,9  44,7 ± 7,3  
Fenolne kisline (mg/kg) 
Galna kislina * * * * 
Kavna kislina 1,9 ± 0,4  1,4 ± 0,5  1,5 ± 0,33  1,0 ± 0,2  
3CQA  39,3 ± 7,6  43,1 ± 38,5  7,2 ± 2,21  10,8 ± 1,6  
4CQA 0,1 ± 0,0  0,1 ± 0,0  *  0,1 ± 0,0  
5CQA I 2,1 ± 1,1  0,9 ± 0,2  0,7 ± 0,1  0,7 ± 0,1  
5CQA II 0,6 ± 0,4  0,9 ± 0,3  0,2 ± 0,1  0,2 ± 0,0  
3-p-kumaroilkinska kislina 1,0 ± 0,3  2,1 ± 0,9  0,3 ± 0,1  0,2 ± 0,0  
3-feruloilkinska kislina 0,2 ± 0,1  0,2 ± 0,1  0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  
Skupne fenolne kisline:  26,4 ± 3,3  8,37 ± 1,4  9,9 ± 2,2  12,9 ± 1,8  
Flavonols (mg/kg) 
Kvercetin galaktozid 0,3 ± 0,1  1,1 ± 0,4  0,4 ± 0,1  0,9 ± 0,1  
Kvercetin glukozid 1,2 ± 0,4  2,0 ± 0,1  1,1 ± 0,2  2,3 ± 0,3  
Dihidrokampferol heksozid 9,5 ± 2,4  13,8 ± 3,0 10,7 ± 3,2  10,9 ± 2,5  
Skupni flavonoli:  11,0 ± 2,9 16,9 ± 2,6  12,2 ± 3,1  14,0 ± 2,7  
SKUPNI ANALIZIRANI FENOLI: 259,4 ± 73,1  203,6 ± 64,2  83,8 ± 24,5  71,6 ± 11,0  
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Preglednica 5: Posamezne fenolne spojine in fenolne skupine ekstrahirane s 100 % metanolom (MeOH), 100 
% acetonom, 70 % vodno raztopino metanola (70 % MeOH) in 70 % vodno raztopino acetona (70 % Ac) iz 
pulpe umedenih plodov nešplje. * V sledovih. 
Table 5: Individual phenolic compounds and phenolic groups extracted with 100% methanol (MeOH), 100% 
acetone (Ac), 70% aqueous methanol (70% MeOH), and 70% aqueous acetone (70% Ac) from pulp of 
mellow medlar fruit. * In traces. 
 
Pulpa umedenega plodu Topila 
Flavanoli (mg/kg) 100 % MeOH 100 % Ac 70 % MeOH 70 % Ac 
Procianidin dimer I 1,8 ± 0,5  3,0 ± 0,5  1,4 ± 0,2  3,2 ± 0,4  
Procianidin dimer II 0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  
Procianidin trimer II 0,4 ± 0,1  0,9 ± 0,2  0,4 ± 0,0  0,8 ± 0,0  
Procianidin tetramer I 1,2 ± 0,4  3,6 ± 0,9  1,2 ± 0,4  4,2 ± 0,2  
Procianidin tetramer II 0,2 ± 0,0  0,5 ± 0,1  0,2 ± 0,0  0,4 ± 0,0  
Epikatehin 1,7 ± 0,1  2,9 ± 0,6  2,0 ± 0,0  2,5 ± 0,1  
Skupni flavanoli:  5,3 ± 1,0  12,5 ± 1,5  5,1 ± 0,5  11,3 ± 0,3  
Fenolne kisline (mg/kg) 
Galna kislina * * * * 
Kavna kislina 0,6 ± 0,0  0,6 ± 0,1  0,5 ± 0,0  0,6 ± 0,0  
3-feruloilkinska kislina * * * * 
3CQA  6,0 ± 1,2  4,9 ± 0,6  7,4 ± 2,1  8,3 ± 2,0  
4CQA * * * * 
5CQA I 0,3 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,4 ± 0,0  
5CQA II 1,2 ± 0,3  4,4 ± 0,8  2,8 ± 0,4  4,1 ± 0,7  
Skupne fenolne kisline:  8,2 ± 1,2  6,3 ± 0,6  8,5 ± 2,1  8,1 ± 1,6  
Flavonols (mg/kg) 
Kvercetin galaktozid 0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  
Kvercetin glukozid 0,1 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,1 ± 0,0  
Dihidrokampferol heksozid 1,2 ± 0,3  4,4 ± 0,1  2,8 ± 0,4  4,1 ± 0,7  
Skupni flavonoli:  1,4 ± 0,2  4,66 ± 0,83  2,89 ± 0,4  4,4 ± 0,7  
SKUPNI ANALIZIRANI FENOLI: 14,9 ± 1,6 21,9 ± 2,9 16,5 ± 2,9 25,4 ± 2,1 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
3.1 RAZPRAVA 
 
Tanini so pomembni sekundarni metaboliti iz skupine fenolnih spojin, ki vplivajo na okus 
sadja (Ashok in Upadhyaya, 2012). Večje vsebnosti taninov so običajne v plodovih kakija, 
nešplje, kutine, jagodičja in lupinastega sadja, medtem ko so v manjših količinah prisotni v 
drugih vrstah sadja in celo v nekaterih prehranskih izdelkih. Tanini so prisotni tudi v 
drugih delih rastlin, na primer v listih, brstih, pecljih ali lubju (Persic in Rusjan, 2017; 
Rusjan in sod., 2017). Glede na njihovo vlogo v obrambnem mehanizmu rastlin je 
pričakovati, da se pogosteje sintetizirajo v tistih delih, ki jih objedajo rastlinojedci in 
napadajo patogeni organizmi. V podporo teoriji o taninih kot obrambnih spojinah priča 
dejstvo, da se njihova vsebnost z dozorevanjem plodov zmanjšuje. Literatura navaja, da je 
vsebnost taninov v nezrelih (ali trpkih) plodovih značilno večja kot v zrelih, iz česar sledi, 
da je vsebnost taninov obratno sorazmerna s fiziološko zrelostjo plodov (Senica in sod., 
2015). Omenjena trditev ne velja povsem, saj se del taninov oksidira in se encimatsko 
razgradi, medtem ko drugi del spreminja strukturo iz topnih, nizkopolimeriziranih v 
netopne, višje polimerizirane oblike (Vázquez-Gutiérrez in sod., 2011). V preostalih delih 
rastline tanini ne sledijo omenjenim spremembam med razvojem in dozorevanjem. 
Spremembe vsebnosti taninov med dozorevanjem smo želeli preveriti v plodovih kakija 
(Diospyros kaki Thunb.), nešplje (Mespilus germanica L.) ter jedrcih lešnika (Corylus 
avellana L.) in oreha (Juglans regia L). 
 
V literaturi sta navedena dva potencialna mehanizma spremembe taninov med 
dozorevanjem klimakteričnih sadežev. Prvi mehanizem temelji na interakciji 
proantocianidinov s snovmi, ki so prisotne v drugih delih celice (Taira in sod., 1997). 
Dozorevanje klimakteričnega sadja namreč sovpada z razpadom celičnih struktur in 
značilnim mehčanjem plodov. Ob razpadu celičnih struktur prihaja do razgradnje celičnih 
sten in membran ter do sproščanja vsebine taninskih vakuol. Sledijo interakcije taninov s 
celulozo, pektinom in proteini iz razpadnih struktur celičnih sten (Mamet in sod., 2018). 
Na ta način se tvorijo kompleksne strukture (vezani proantocianidini), ki jih senzorično ne 
zaznamo. Posledično se zmanjša občutek trpkosti užitnih plodov nešplje in kakija. 
 
Drugi mehanizem temelji na polimerizaciji proantocianidinov in je pogojen z eksogenim 
in/ali endogenim virom acetaldehida (Slika 9) (Cheynier, 2005; Doco in sod., 1996). 
Primer endogenega vira acetaldehida pri dozorevanju nekaterih vrst klimakteričnega sadja 
v kontrolirani ali modificirani atmosferi sta etanol in etilen (Kato, 1990). Dodajanje etilena 
v kontrolirani ali modificirani atmosferi med skladiščenjem sadja je zelo pogosta praksa.  
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strukture se spremeni tudi njihova sposobnost ekstrakcije v znana topila, zato v literaturi 
podajajo različne deleže teh spojin v skupni vsebnosti fenolov. 
 
Spremembo topnosti fenolnih spojin v klimakteričnih plodovih smo preverili z uporabo 
različnih topil. Posebej smo analizirali kožico in pulpo tehnološko zrelih, še trpkih plodov 
nešplje in užitno zrelih, umedenih plodov, ki so dozoreli na sobni temperaturi. Ugotovili 
smo tako razlike v topnosti oz. ekstraktabilnosti fenolnih spojin pri različnih stopnjah 
dozorelosti plodov nešplje kot tudi razlike med deli plodov (kožico/pulpo). Flavanoli iz 
pulpe so se bolje ekstrahirali v topila z acetonom, medtem ko so se flavanoli iz kožice 
bolje ekstrahirali v 100 % topilih (metanol in aceton). Takšne razlike verjetno izhajajo iz 
različnih ekstenzijskih in terminalnih enot znotraj polimerizirane molekule 
proantocianidinov ter različne strukture tkiv v kožici in pulpi. 
 
Spremembe vsebnosti fenolnih spojin in spremembe topnosti proantocianidinov med 
dozorevanjem klimakteričnega sadja smo preverili z medenjem kakija v različnih 
modificiranih atmosferah (Persic in sod., 2018a). Na dveh sortah kakija, 'Kaki Tipo' in 
'Rojo Brillante', smo raziskali vpliv etilena in CO2 na spremembe vsebnosti skupnih 
fenolnih spojin ter spremembe razmerja med topnimi in netopnimi frakcijami fenolnih 
spojin med medenjem plodov.  
 
S poskusom medenja kakija v modificirani atmosferi smo potrdili obe teoriji o 
spremembah vezanih in nevezanih fenolov med medenjem klimakteričnega sadja. Po 
medenju plodov z etilenom se je skupna vsebnost fenolnih spojin značilno zmanjšala, kar 
potrjuje teorijo o razpadu celičnih struktur ter interakciji taninov s pektinom, celulozo in 
hemicelulozo iz celične stene (Kato, 1990). Po drugi strani smo v plodovih kakija, ki smo 
jih zoreli v atmosferi s CO2 , izmerili značilno povečanje deleža netopnih fenolov, medtem 
ko je vsebnost skupnih fenolov ostala nespremenjena.  
 
Akumulacija acetaldehida je značilna za zadnje faze dozorevanja plodov in je bolj izražena 
v delno ali popolnoma aerobnih pogojih (Pesis, 2005). Tvorbo acetaldehida in etanola v 
plodovih lahko pospešimo s skladiščenjem plodov v atmosferi z visoko vsebnostjo CO2 
(Vidrih in sod., 1993). Pomembno vlogo acetaldehida v polimerizaciji taninov so že leta 
1982 dokazali Matsuo in Itoo (1982). Tudi naši rezultati potrjujejo teorijo o polimerizaciji 
proantocianidinov preko etilnega mosta (Slika 10) do visokomolekularnih, netopnih spojin.  
Poleg vpliva na polimerizacijo proantocianidinov, visoka koncentracija CO2 povzroči tudi 
oksidativen stres (povečano vsebnost reaktivnih kisikovih spojin) v plodovih (Novillo in 
sod., 2014). 
 
V tem poskusu smo dobili zanimiv rezultat tudi pri primerjavi kontrolnih obravnavanj dveh 
analiziranih sort. Po petih dneh medenja brez modificirane atmosfere se je vsebnost 
skupnih fenolov pri sorti 'Rojo Brillante' značilno zmanjšala, medtem ko je vsebnost 
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skupnih fenolov v enakih pogojih pri sorti 'Kaki Tipo' ostala nespremenjena. Rezultati 
nakazujejo razlike v endogeni sintezi etilena, ki so verjetno gensko določene. Na primeru 
kakija smo dodatno potrdili, da netopni fenoli oziroma visokopolimerizirani 
proantocianidini in vezani fenoli predstavljajo več kot 50 % vsebnosti vseh fenolov v 
plodovih. 
 
Kot že omenjeno, imajo tanini v rastlinah zaščitno funkcijo, njihova vsebnost pa se 
razlikuje tudi med rastlinskimi organi. Da bi preverili razlike v vsebnosti fenolov med deli 
plodu, smo v poskus vključili osem sort jabolk in fenolne spojine analizirali v celem plodu, 
soku in v sadni pogači (Persic in sod., 2017). V poskus smo zajeli razširjene sorte 
('Jonagold', 'Zlati delišes' in 'Granny Smith'), tradicionalne sorte ('Boskop' in 'Kronprinz 
Rudolf'), tolerantne sorte ('Topaz' in 'Florina') in lokalno slovensko sorto 'Majda'. V svežih 
plodovih jabolk so pri večini analiziranih sort prevladovali flavanoli, ki so predstavljali več 
kot 50 % vseh analiziranih fenolov. Fenolni profil plodov sorte 'Majda' se je močno 
razlikoval od fenolnih profilov drugih analiziranih sort. O podobnih količinah flavanolov v 
jabolkih poročajo tudi Le Bourvellec in sod. (2011). V soku večine analiziranih sort jabolk 
smo izmerili značilno manjše vsebnosti flavanolov v primerjavi z sadno pogačo in celim 
plodom, kar dodatno potrjuje interakcije proantocianidinov s komponentami celične stene. 
Drugi razlog manjše vsebnosti fenolnih spojin v jabolčnem soku je ta, da se velik delež 
fenolnih spojin v plodu nahaja v kožici. Med ekstrakcijo soka se fenolne spojine iz kožice 
le v manjši meri izločijo v sok, večina fenolov pa se zadrži v sadni pogači (Oszmiański in 
sod., 2011; Van der Sluis in sod., 2002; Lu in Foo, 2000). Pri večini analiziranih sort smo v 
sadni pogači določili večjo vsebnost flavanolov v primerjavi s sokom. Sadna pogača tako 
predstavlja pomemben vir fenolov za nadaljnjo ekstrakcijo, predvsem spojin iz skupine 
flavanolov. 
 
V istem poskusu smo primerjali oksidacijsko spremembo barve in vsebnost fenolnih spojin 
ter aktivnost oksidacijskih encimov – peroksidaz in polifenoloksidaz. Za merjenje stopnje 
encimatske spremembe barve smo uporabili parametre E in L. E parameter smo dobili 
tako, da smo sešteli razliko med absolutnimi vrednostmi parametrov a*, b* in L*, merjenih 
takoj po rezanju (T0) in po eni uri oksidacije (T1) (CIE, 2004). Največjo spremembo L 
parametra (L1-L0) 7, ki je najboljši kazalnik encimatskega porjavenja, smo izmerili pri sorti 
'Boskop', medtem ko pri sorti 'Majda' nismo zabeležili značilnih sprememb L. S 
korelacijskim testom med parametri (aktivnost encimov PPO in POX, skupna vsebnost 
fenolov in sprememba barve (E in L)) smo potrdili, da je oksidacijska sprememba barve 
bolj povezana z vsebnostjo fenolov kot z aktivnostjo encimov. Tudi Murata in sod. (1995) 
niso poročali o korelaciji med aktivnostjo encimov in L. 
 
                                                 
7 L0 – vrednost parametra L* takoj po rezanju, L1 – vrednost parametra L* eno uro po rezanju 
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Encimi so makromolekularni biološki katalizatorji, ki pospešujejo kemijske reakcije. V 
metabolnih poteh encimi katalizirajo pretvorbo substratov v produkte (Karigar in Rao, 
2011). Skoraj vsi metabolni procesi in biosintezne poti v celicah (kot na primer metabolna 
pot sinteze fenolov) so regulirane z aktivnostjo encimov (Matsuki, 1996). Encime, ki so 
vključeni v sintezno pot fenolov, smo preučevali v testi oreha (Persic in sod., 2018b). Da bi 
preučili vpliv aktivnosti encimov in ekspresije izbranih genov, povezanih s 
fenilpropanoidno biosintezno potjo, smo kot modelno rastlino uporabili redek mutant oreha 
z rdeče obarvano testo. 
 
Testa (semenska ovojnica), ki obdaja orehovo jedrce, je glavni vir fenolnih spojin, zlasti 
derivatov hidrolizirajočih in kondenziranih taninov (Colaric in sod., 2005). Sinteza 
hidrolizirajočih taninov je del šikimske sintezne poti (Ossipov in sod., 2003). Prve korake 
v sintezi hidrolizirajočih taninov regulirajo glikoziltransferaze, ki katalizirajo sintezo -
glukogalina. Sinteza druge glavne skupine fenolnega profila orehove teste, t.j. 
kondenziranih taninov (proantocianidinov), se prične na fenilpropanoidni sintezni poti 
(Petersen in sod., 1999). Iz fenilalanina v seriji reakcijskih procesov, kataliziranih s 
pomočjo fenilalanin amonijak liaze (PAL), cinamat 4-hidroksilaze (C4H), 4-kumarat CoA 
ligaze (4CL) in halkon sintaze (CHS), nastane halkon. Ta je prvi intermediat dela 
flavonoidne sintezne poti, ki vodi do sinteze proantocianidinov. V prvem delu flavonoidne 
sintezne poti se tvorijo prekurzorji za nadaljnjo sintezo proantocianidinov in antocianinov. 
Antocianini, ki jih sestavljajo antocianidini na katere so vezani sladkorji, kot so npr. 
cianidin-3-glukozid, peonidin-3-glukozid, pelargonidin-3-glukozid itd., se sintetizirajo z 
zaporedno aktivnostjo flavonoid 3'-hidroksilaze (F3'H), flavanon 3-hidroksilaze (F3H, 
poznana tudi kot FHT), dihidroflavonol reduktaze (DFR), antocianidin sintaze (ANS, 
poznana tudi kot LDOX), UDP-glukoza flavonoid 3-glukozil transferaze (UFGT) in 
metiltransferaz (MT) (Petrussa in sod., 2013). 
 
Proantocianidini se lahko sintetizirajo iz enot katehina in/ali epikatehina, ki so produkt 
redukcije levkoantocianidina ob delovanju levkoantocianidin reduktaze (LAR) in redukcije 
cianidina ob delovanju antocianidin reduktaze (ANR). Lahko pa se proantocianidini tvorijo 
neposredno iz levkoantocianidina z delovanjem še neznanih encimov, vključenih v 
nerazjasnjen proces polimerizacije (He in sod., 2008b). 
 
Da bi čim bolje razjasnili vlogo encimov in ekspresije genov na sintezni poti 
proantocianidinov, smo v poskus vključili tri sorte oreha ter aktivnost encimov in 
ekspresijo genov primerjali v treh terminih med dozorevanjem jedrca brez teste. Med 
analiziranimi sortami smo v poskusu zajeli tudi redek mutant oreha z rdeče obarvano testo, 
kar nam je omogočilo (1) proučevanje povezanosti sintezne poti antocianinov in 
proantocianidinov ter (2) potrditev ali zavrnitev teorije o kompeticiji za iste substrate na 
sintezni poti. 
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Derivati galne kisline, flavanoli ter flavonoli so bile najbolj zastopane fenolne spojine v 
testi analiziranih sort orehov. Derivati galne kisline so predstavljali v povprečju več kot 60 
% vseh analiziranih fenolov v testi oreha, flavanoli v povprečju več kot 30 %, flavonoli pa 
so v povprečju predstavljali le 0,1−0,2 % vseh analiziranih fenolnih spojin v testi. Iz 
skupine derivatov galne kisline smo v testi orehov določili deset derivatov 
heksahidroksidifenske kisline (HHDP-a), štiri izomere kastalagina ter pentozid elagne 
kisline. Vse analizirane derivate galne kisline v testi oreha uvrščamo v skupino 
hidrolizirajočih taninov. Iz skupine flavanolov smo v testi orehov potrdili prisotnost 
katehina, treh procianidin dimerov ter dveh procianidin trimerov. Med flavonoli smo v testi 
orehov identificirali le dva izomera kvercetin galoil pentozida. 
 
Skupno smo v testi orehov določili 28 različnih fenolnih spojin; 23 v testi vseh treh 
analiziranih sort in 5 izključno v testi rdečega oreha. V slednji smo identificirali štiri 
derivate cianidina, na katerega so bili vezani različni sladkorji (arabinoza, galaktoza, 
glukoza in ksiloza), in delfinidin heksozo. 
 
Trandafir in sod. (2016) so v svoji raziskavi primerjali fenolno sestavo teste šestih svetlo 
rjavih in šestih rdeče obarvanih sort oreha. V slednjih so določili značilno manjše vsebnosti 
fenolnih spojin v primerjavi z rjavo obarvanimi testami orehov. Nasprotno so analizirane 
sorte orehov z rdečo barvo teste v našem poskusu kopičile večje količine fenolnih spojin v 
primerjavi z rjavo obarvanimi orehi. Primerjava drugih dveh rjavo obarvanih sort, 
vključenih v našo raziskavo, je pokazala, da ima svetlo obarvana testa sorte 'Fernor' večjo 
vsebnost fenolnih spojin v primerjavi s temnejše rjavo testo sorte 'Lara'. Naši rezultati se 
tako ujemajo z rezultati Fuentealba in sod. (2017), ki so postavili tezo, da je manjša 
vsebnost fenolnih spojin v testi temnih orehov posledica oksidacije fenolnih spojin. 
 
Prvi korak v sintezi fenilpropanoidov (med drugim antocianinov, flavanolov in flavonolov) 
je pretvorba fenilalanina v trans-cimetno kislino, ki jo katalizira encim PAL. Xu in sod. 
(2012) so pokazali, da je izražanje gena JrPAL inducirano z različnimi abiotskimi in 
biotskimi stresnimi dejavniki, zato so predpostavljali, da je ta gen odziven na stres. 
Kasneje sta to hipotezo potrdila tudi Christopoulos in Tsantili (2015), ki sta proučevala 
vlogo encima PAL v intenzivnejši sintezi fenolnih spojin pri orehu v povezavi z odzivom 
na nizke temperature (zmrzal). Izrazita aktivnost encima PAL in obenem močneje izražen 
gen PAL igrata temeljno vlogo pri sintezi spojin fenilpropanoidne poti. Naši rezultati so 
pokazali jasno korelacijo med aktivnostjo encima PAL, izražanjem gena PAL in vsebnostjo 
fenolnih spojin v testi oreha vseh treh proučevanih sort. Pri sorti 'Fernor' in sorti z rdeče 
obarvano testo smo zabeležili večjo aktivnost encima PAL, višjo relativno ekspresijo gena 
PAL in večjo vsebnost fenolnih spojin v primerjavi s sorto 'Lara'. Teze Fuentealba in sod. 
(2017) o manjši vsebnosti fenolnih spojin v temnejše obarvanih testah zaradi oksidacije 
fenolov zato ne moremo popolnoma podpreti. Naši rezultati nakazujejo, da je vsebnost 
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fenolov odvisna od ekspresije gena PAL in aktivnosti encima PAL, ki sta bili v temno 
obarvani testi sorte 'Lara' značilno manjši v primerjavi z drugima analiziranima sortama. 
 
V nadaljevanju sintezne poti sta 4-kumaroil CoA (produkt fenilpropanoidnega dela poti) in 
malonil CoA prekurzoja in substrata za sintezo flavonoidov (Falcone Ferreyra in sod., 
2012). Prvi koraki tega dela sintezne poti so katalizirani s halkon sintazo (CHS) in halkon 
izomerazo (CHI). Sintezna pot se nadaljuje s sintezo dihidroflavonola iz flavanona z 
delovanjem flavanon 3-hidroksilaze (FHT). Na flavonoidni sintezni poti dihidroflavonoli 
služijo kot substrati za sintezo flavonolov in levkoantocianidinov. Glede na to, da smo v 
testi oreha zasledili izjemno majhne vsebnosti flavonolov, lahko predvidevamo, da se 
večina dihidroflavonolov pretvori v levkoantocianidine s pomočjo delovanja 
dihidroflavonol 4-reduktaze (DFR). 
Ker metoda za preverjanje aktivnosti encima antocianidin sintaze (ANS) v tkivih rastlin še 
ne obstaja, smo določili zgolj ekspresijo ANS gena. Encim ANS je vključen v sintezo 
prekurzorja za antocianine in proantocianidine (Falcone Ferreyra in sod., 2012). Rezultati 
so pokazali, da je v testi rdečega oreha ekspresija gena ANS izrazito višja v primerjavi s 
sortami, ki imajo rjavo obarvane teste. Izrazita aktivnost encima PAL in visoka raven 
izražanja gena ANS v testi rdečega oreha sta najbolj očitni razliki, ki bi lahko vplivali na 
sintezo pigmentov v rdeče obarvani testi. 
 
Pričakovali smo, da bodo vsebnosti proantocianidinov in antocianidinov v rdeči testi oreha 
zaradi kompeticije za iste substrate med dozorevanjem obratno sorazmerni, a tega trenda 
nismo zaznali. Verjetno večja aktivnost encimov in večja ekspresija genov v rdeči testi 
zagotavljata dovolj prekurzorjev za sintezo obeh omenjenih skupin. Večja aktivnost 
encimov in večja ekspresija genov v rdeče obarvani testi oreha se je izrazila v značilno 
večjih vsebnostih fenolnih spojin v primerjavi z drugima analiziranima sortama orehov. 
 
Posamezne skupine fenolnih spojin imajo v rastlinah bolj ali manj specifične naloge. Tako 
rastline v celicah akumulirajo določene skupine fenolnih spojin, ki sodelujejo v obrambi 
vitalnih organov pred prekomernim UV sevanjem (antocianini) ali odvračajo rastlinojedce 
od objedanja rastlin (tanini) (Rusjan in sod., 2017; Lattanzio in sod., 2006). Na podlagi 
naših rezultatov lahko sklepamo, da je razlog velike vsebnosti fenolnih spojin v testi oreha 
zaščita embrija v oljnem endospermu. Zaščita v tem primeru ni usmerjena na obrambo 
pred rastlinojedci, ker je jedrce oreha shranjeno v trdi, oleseneli luščini, obloženi z zeleno 
lupino, ki ima izrazito veliko vsebnost fenolov. Fenolne spojine v testi sodelujejo pri 
antioksidativni zaščiti nenasičenih maščobnih kislin in ohranjanju notranje kakovosti 
jedrca. 
 
Vloga antocianinov v rdeče obarvani testi je še vedno nepojasnjena. Ker testa ni 
izpostavljena svetlobi, antocianini ne prevzemajo vloge zaščite pred prekomernim UV-
sevanjem, obenem pa ne privabljajo raznašalcev semen. Pogosto je sinteza antocianidinov 
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pogojena s stresom ali različni okoljskimi dejavniki (Winkel-Shirley, 2002). Rdeča barva 
teste oreha je dedna lastnost (McGranahan in Leslie, 2004) in ni bila pogojena z odzivom 
na okoljske dejavnike. Torej lahko domnevamo, da je bila rdeča barva naključna klonska 
mutacija. Prednost večje vsebnosti antocianinov v testi lahko povežemo s povečanjem 
antioksidativnega potenciala pri zaščiti fenolnega kompleksa teste in maščobnih kislin. 
Obenem je rdeča barva plodov sadnih rastlin pomemben dejavnik pri potrošnikih, saj so ti 
plodovi optično bolj zanimivi in jih mnogi povezujejo z zdravju koristnimi snovmi v sadju 
in zelenjavi. 
 
Čeprav testa predstavlja samo 5 % mase jedrca, se večina fenolnih spojin nahaja prav v 
tem delu orehovih jedrc (Labuckas in sod., 2008). Zaradi velike vsebnosti fenolnih spojin v 
testi so številne fenolne spojine v jedrcih brez teste neidentificirane, saj so tam prisotne le v 
majhnih količinah. Zato smo analizirali fenolni profil jedrc orehov in lešnikov, ki smo jim 
odstranili testo (Persic in sod., 2018c). Fenolni profil orehovih in lešnikovih jedrc brez 
teste je pokazal bistveno manj raznolik v primerjavi s fenolnim profilom teste, vsebnost 
fenolov na enoto mase pa je bila znatno manjša v jedrcu brez teste kot v testi. Fenolni 
profil teste in jedrca brez teste se je po sestavi razlikoval: v testi smo določili večjo 
vsebnost fenolnih spojin iz obeh skupin taninov, v jedrcih brez teste pa so bile bolj 
zastopane fenolne spojine iz skupine hidrolizirajočih taninov, derivatov hidroksicimetnih 
kislin in flavonoidi, natančneje floridizin, katehin, kampferol heksozid, kvercetin glikozid 
ter neznan derivat apigenina. Dodatno smo v jedrcih brez teste identificirali 
derivate/izomere dikarboksilnih kislin, ki se v literaturi pogosto napačno uvrščajo med 
elagitanine. 
 
Poleg razlik v fenolnem profilu jedrca brez teste in teste smo med analiziranimi tkivi 
zaznali tudi različen trend v akumulaciji fenolnih spojin med dozorevanjem. V testi se je 
vsebnost fenolnih spojin med dozorevanjem povečevala, medtem ko se je v jedrcih brez 
teste vsebnost fenolov zmanjševala. Heksozid vanilne kisline in derivat kinske kisline sta 
bila najbolj zastopana fenola v orehovih jedrcih brez teste, kar je skladno z rezultati 
Regueiro in sod. (2014) in Gómez-Caravaca in sod. (2008). 
 
Učinkovitost ekstrakcijskih topil smo preučevali v poskusu s trpkimi in umedenimi plodovi 
nešplje. Za ekstrakcijo fenolnih spojin iz rastlinskega materiala so najbolj pogosto 
uporabljena topila metanol, aceton in njihove vodne raztopine. Guyot in sod. (2001) in 
Prior in sod. (2001) trdijo, da je metanol bolj učinkovito topilo za ekstrakcijo 
nizkomolekularnih spojin, medtem ko je vodna raztopina acetona bolj primerna za 
ekstrakcijo visokomolekularnih spojin. Podobne, a ne tako posplošene ugotovitve, lahko 
povzamemo iz rezultatov študije ekstrakcije fenolnih spojin iz plodov nešplje. 
Najbolj učinkovito ekstrakcijsko topilo za fenolne kisline (fenolne spojine manjše 
molekulske mase) iz pulpe trpkih plodov in kožice umedenih plodov je bilo 100 % 
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metanol. Kljub temu smo zaznali značilen vpliv dela rastlinskega tkiva in stopnje zrelosti 
(trpek/umeden) na učinkovitost ekstrakcije tudi s tem topilom. Na podlagi naših rezultatov 
lahko povzamemo, da sta 100 % metanol in 100 % aceton najprimernejši topili za fenolno 
ekstrakcijo iz kožice nešplje. Nasprotno smo optimalno ekstrakcijo fenolov iz pulpe 
nešplje zabeležili s 100 % in 70 % acetonom. Za ekstrakcijo flavanolov se je na splošno 
kot najbolj učinkovito topilo izkazal 100 % aceton, ekstrakcija fenolnih kislin je bila 
najbolj učinkovita s 100 % metanolom, ekstrakcija flavonolov pa s topili z acetonom. 
Za ekstrakcijo visokomolekularnih fenolov, kot so proantocianidini, se v literaturi navajajo 
kot najbolj učinkovita topila z acetonom (Schofield in sod., 2001). Rezultati opravljenih 
poskusov z različnimi ekstrakcijskimi topili niso bili enotni. Aceton se je izkazal kot 
učinkovito ekstrakcijsko topilo, vendar samo za ekstrakcijo flavanolov iz pulpe, medtem 
ko je bil metanol bolj učinkovit pri ekstrakciji flavanolov iz kožice umedene nešplje. 
Aceton je bil učinkovito topilo tudi za ekstrakcijo proantocianidinov iz kožice trpkih 
plodov nešplje. 
Rezultati nakazujejo izjemno visoko interakcijo med učinkovitostjo topila, vrsto oz. delom 
tkiva in stopnjo zrelosti plodov. Tovrstne razlike lahko izhajajo iz razlik v celični strukturi 
in vsebnosti vode v celicah, ki tvorijo tkivo kožice in pulpe. Zaradi omenjenih razlik lahko 
prihaja do različnih interakcij med fenolnimi snovmi in snovmi različnih celičnih struktur 
med pripravo rastlinskega materiala in ekstrakcijo. Na ekstrakcijo ne vplivajo le struktura, 
masa in polarnost molekule in način ekstrakcije (topilo, temperatura, čas, tehnika itd.), 
temveč očitno tudi stopnja zrelosti plodov, ki povzroča spremembe v matrici celične stene 
(Brummell, 2006). O značilnih razlikah med učinkovitostjo ekstrakcijskega topila pri 
ekstrakciji taninov iz kožice grozdja v različnih stopnjah dozorelosti poročajo tudi Bindon 
in sod. (2014). Razliko so pojasnili z interakcijo taninov s snovmi celične stene, ker se 
spreminja površina celične stene med dozorevanjem. Ugotovili so, da se površina celične 
stene glede na maso v kožici grozdja med dozorevanjem povečuje ter da na ekstrakcijo 
močno vplivajo koncentracija taninov, njihova molekulska masa in poroznost celične 
stene.  
 
Vpliv temperature in ekstrakcijskega časa na učinkovitost ekstrakcije taninov smo 
preučevali v listih kutine. Vodni in alkoholni macerat, poparek (čaj) in prevretek smo 
pripravili po tradicionalni recepturi, kot kontrolno obravnavanje smo uporabili standardno 
laboratorijsko ultrazvočno ekstrakcijo z metanolom. V različnih ekstraktih iz listov kutine 
smo identificirali 27 posameznih fenolnih spojin skupin flavanolov, flavonolov in fenolnih 
kislin. 
 
Najbolj učinkovito ekstrakcijo skupnih analiziranih fenolnih spojin iz listov kutine smo 
zabeležili v prevretku, najslabše so se fenoli ekstrahirali v vodo in z ultrazvočno kopeljo. 
Ekstrakcija je bila bolj učinkovita pri višjih temperaturah, kar je skladno z znanstvenimi 
objavami (Spigno in sod., 2007). Avtorji navajajo, da je manjša vsebnost fenolov v 
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vodnem maceratu tudi posledica oksidacije in encimatske degradacije teh spojin 
(Khachatryan in sod., 2005). 
 
Etanolni macerat je izstopal po največji vsebnosti fenolnih spojin; vseboval je 14-krat več 
fenolnih spojin od poparka in 9-krat več od prevretka. Poleg razlik v učinkovitosti 
ekstrakcije smo v analiziranih ekstraktih določili zelo različne fenolne profile. Razmerje 
flavonoli:fenolne kisline:flavanoli v poparku je bilo 1:3:1, v prevretku pa 1:1:3. Razlike v 
vsebnosti fenolnih kislin in flavanolov med različnimi ekstrakti lahko delno razložimo z 
razpadom nizkomolekularnih spojin (fenolnih kislin) pri visokih temperaturah ekstrakcije. 
Po drugi strani je večja vsebnost flavanolov v prevretku lahko tudi posledica razpada 
visoko polimeriziranih, netopnih (neekstraktabilnih) proantocianidinov, na topne, 
nizkopolimerizirane, oligomerne in monomerne enote. 
 
Na podlagi rezultatov naših raziskav in pregledane literature se pojavlja vprašanje glede 
dejanske spremembe vsebnosti fenolnih spojin in ostalih metabolitov med dozorevanjem. 
Številne študije so potrdile, da se vsebnost fenolnih spojin v plodovih sadnih rastlin 
zmanjšuje med dozorevanjem. Vendar se zmanjševanje vsebnosti med dozorevanjem lahko 
opazuje na različne načine in razloži na različne načine. 
 
Razlog za manjšo vsebnost fenolnih spojin v zrelih plodovih je s stališča rastline čisto 
biološke narave. V začetnih fazah razvoja ploda je intenzivnejša sinteza in posledično 
večja vsebnost fenolov nujna za zaščito razvijajočega ploda. V tem obdobju razvoja ploda 
so spojine primarnega metabolizma preusmerjene v sekundarni metabolizem. V kasnejših 
fazah razvoja se celice večajo, v plodovih se kopičijo spojine primarnega metabolizma 
(večinoma sladkorji) ter plod postaja užiten. Na ta način rastlina zagotovi zaščito semen in 
ploda pred rastlinojedci in patogeni v prvih fazah razvoja in zagotovi užiten in privlačen 
plod za raznašalce v drugi fazi. 
 
Iz omenjenega je razvidno, da obstaja možnost, da se realna masa fenolnih spojin ne 
zmanjšuje, ampak se zmanjšuje koncentracija na račun povečanja mase plodov. Na primer, 
vsebnost 100 mg fenolov v jabolku z maso 50 g se razlikuje od vsebnosti  100 mg fenolov 
v jabolku z maso 120 g. Zaključimo lahko, da je zaradi zgoraj navedenih razlogov, eden od 
ključnih korakov v analizi spremembe vsebnosti fenolnih spojin med dozorevanjem, 
izračun vsebnosti na suho maso. Vendar to še ni dovolj, da bi lahko z gotovostjo trdili, da 
se vsebnost fenolov v plodovih sadnih rastlin »zmanjšuje«. V drugi fazi razvoja ploda se 
masa povečuje večinoma na račun kopičenja vode v rastočih celicah. Vendar ne smemo 
spregledati dela mase, ki se povečuje zaradi nadaljnje sinteze spojin primarnega 
metabolizma (v največji meri sladkorjev). Če upoštevamo omenjeno, lahko govorimo le o 
zmanjšani sintezi fenolnih spojin v zgodnjih fazah dozorevanja plodov. Ugotavljanje 
vsebnosti fenolnih spojin s stališča koncentracije fenolnih spojin v užitnem plodu ima 
smisel le z vidika pridelovalca in potrošnika. Pri znanstvenem preučevanju dejanske 
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vsebnosti, sinteze in sprememb fenolnih spojin med dozorevanjem sadja je pomembno, da 
se zavedamo in upoštevamo navedena dejstva. 
 
Nedvomno drži, da je del fenolnih spojin izpostavljen tudi encimatski razgradnji, oksidaciji 
in različnim spremembam strukture med dozorevanjem, kar lahko vpliva na vsebnost ter na 
ekstraktabilnost, identifikacijo in analizo fenolov. Poleg tega se encimatska razgradnja in 
spremembe strukture zaradi interakcij z ostalimi molekulami lahko zgodijo med 
postopkom ekstrakcije. Ta problem je pri fenolih verjetno najbolj izražen pri ekstrakciji in 
analizi taninov, še posebej zaradi njihove afinitete do ustvarjanja kompleksov s snovmi, 
prisotnimi v rastlinskem materialu. Povezovanje taninov z matrico celične stene in njihovo 
neekstraktabilnost zaradi visokomolekularne strukture dokazujejo številne študije (Yan in 
sod., 2018; Pérez-Jiménez in Saura-Calixto, 2015; Pérez-Jiménez in sod., 2009). Iz tega 
razloga bi bilo za fenole, ki jih ekstrahiramo z enostopenjsko trdno-tekočinsko 
ekstrakcijsko metodo (angl. solid-liquid extraction) bolj primerno uporabiti izraz vsebnost 
»ekstraktabilnih ali topnih fenolov«. 
 
3.2 SKLEPI 
 
Na podlagi izvedenih raziskav in pridobljenih rezultatov lahko podamo naslednje sklepe: 
 
1. Prvo hipotezo smo delno potrdili, saj smo ugotovili, da se zaradi spremembe 
strukture proantocianidinov med dozorevanjem plodov spremeni njihova topnost v 
polarnih topilih. Prav tako smo zaznali možen vpliv celične strukture tkiv in 
sprememb celične strukture med dozorevanjem, kar bi lahko značilno vplivalo na 
učinkovitost ekstrakcije fenolnih spojin. 
 
- Najbolj učinkovito topilo za ekstrakcijo flavanolov iz različnih delov plodov 
nešplje je bil 100 % aceton, čeprav smo zaznali nekatere značilne razlike 
glede na zrelost in del plodu. Interakcije proantocianidinov s pektini, 
celulozo in hemicelulozo ter polimerizacija proantocianidinov do netopnih 
oblik lahko vplivata na učinkovitost ekstrakcije v ekstrakcijska topila. 
 
- Vsebnost in razmerje med topnimi in netopnimi proantocianidini v plodovih 
kakija, ki smo jih dozorevali (umedili) v različnih atmosferah, se med 
dozorevanjem plodov spreminjata. Dobljeni rezultati bi lahko potrdili obe 
teoriji; torej prisotnost polimerizacije in interakcije proantocianidinov s 
snovmi iz celične stene. 
 
2. Drugo hipotezo smo zavrnili, saj večja vsebnost antocianinov ni bila povezana z 
manjšo vsebnostjo proantocianidinov v tkivu. Kompeticije za iste substrate med 
antocianini in proantocianidini nismo dokazali. 
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- V testi oreha nismo zaznali soodvisnosti med vsebnostjo antocianidinov in 
proantocinidinov. Spremljali smo vsebnosti obeh fenolnih skupin med 
dozorevanjem in rezultati niso potrdili negativne korelacije kot posledice 
kompeticije za iste substrate v sintezi. Med dozorevanjem oreha se je tako 
vsebnost antocianidinov kot tudi proantocianidinov povečevala. 
 
3. Tretjo hipotezo smo potrdili. Dokazali smo, da se med dozorevanjem plodov 
spreminja vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov. Spreminja se vsebnost 
fenolov, kar je lahko povezano z različno aktivnostjo encimov in gensko ekspresijo 
med dozorevanjem plodov. 
 
- V jedrcih brez teste in testi oreha se je vsebnost fenolnih spojin spreminjala 
med dozorevanjem. V testi se je povečevala, medtem ko smo pri vsebnosti 
fenolnih spojin v jedrcih brez teste zmanjšala. 
 
- V rdeče obarvani testi oreha smo zabeležili značilno večji aktivnosti encima 
PAL in ekspresiji genov ANS ter PAL v primerjavi s sortami z rjavo 
obarvano testo ('Lara' in 'Fernor'). Vsebnost fenolnih spojin je bila pri sorti z 
rdeče obarvano testo značilno večja kot pri ostalih dveh analiziranih sortah, 
kar bi lahko povezali z ekspresijo genov in aktivnostmi encimov v fenolni 
sintezni poti. 
 
4. Četrto hipotezo smo potrdili, saj smo s poskusom ugotovili, da se vsebnost taninov 
med dozorevanjem (medenjem) klimakteričnega sadja spreminja. Ugotovili smo, da 
je sprememba vsebnosti odvisna od sorte in načina medenja. 
 
- V plodovih kakija sorte 'Rojo Brillante' se je vsebnost fenolnih spojin 
spremenila pri dozorevanju z etilenom, medtem ko je bila pri sorti 'Kaki 
Tipo' sprememba odvisna od vira oz. koncentracije etilena med 
dozorevanjem. Pri dozorevanju z etilenom se je pri obeh sortah kakija 
vsebnost fenolnih spojin po medenju zmanjšala za 23 - 48 %. 
 
V nalogi smo analizirali vsebnost,  spremembe in sintezo proantocianidinov in ostalih 
nizkomolekularnih spojin iz skupine taninov v različnih organih sadnih vrst. Pridobljeni 
rezultati bodo doprinesli k boljšemu razumevanju spojin iz skupine taninov, zlasti 
proantocianidinov. Pojasnili smo določene spremembe v skupini proantocianidinov in 
ostalih nizkomolekularnih spojin iz skupine taninov med razvojem in dozorevanjem 
številnih sadnih vrst. Pridobljeni rezultati o vsebnosti, spremembah in sintezi spojin iz 
skupine taninov, ter ugotovitve glede njihove ekstrakcije imajo ne samo značilen prispevek 
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k znanosti, ampak so tudi izrazito aplikativnega značaja. Na podlagi dobljenih rezultatov 
lahko prilagodimo tehnike skladiščenja plodov določenih sadnih vrst. Preverjanje 
učinkovitosti različnih ekstrakcijskih topil je odprlo kompleksno temo, saj se je izkazalo, 
da se za posamezne stopnje zrelosti in dele plodu kot najbolj učinkovita izkažejo različna 
topila. Zato bi učinkovitost topil veljalo preveriti v nadaljnjih študijah, pridobljene 
ugotovitve pa predstavljajo dobro osnovo za nadaljnjo optimizacijo laboratorijske in 
industrijske ekstrakcije spojin iz skupine taninov.  
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4 POVZETEK (SUMMARY) 
 
4.1 POVZETEK 
 
Tanini so specifična in raznolika skupina rastlinskih sekundarnih metabolitov. Sodijo v 
skupino fenolnih spojin, vendar se od drugih spojin iz omenjene skupine ločijo po značilno 
visoki molekulski masi in sposobnosti interakcije s proteini in drugimi makromolekulami. 
Tanine najbolj pogosto delimo v dve podskupini: hidrolizirajoče in kondenzirane tanine ali 
proantocianidine. Dodatni podskupini predstavljata »psevdotanini« oz. nepravi tanini in 
kompleksni tanini. Hidrolizirajoči tanini so v človeški prehrani manj pogosti, zato so v 
primerjavi s proantocianidini zelo malo raziskani. Proantocianidini se zelo pogosto 
pojavljajo v hrani in pijači rastlinskega izvora in predstavljajo pomemben vir zdravju 
koristnih snovi v človeški prehrani. Poleg tega tanini značilno vplivajo na okus rastlinskih 
izdelkov in posledično na človeško senzorično percepcijo hrane, bogate s tanini. 
 
V okviru doktorske disertacije smo preverili vsebnost taninov v različnih organih sadnih 
rastlin in vpliv aktivnosti encimov ter ekspresije genov na njihovo sintezo. V raziskave 
smo vključili nešpljo (Mespilus germanica L.), kutino (Cydonia oblonga L.), kaki 
(Diospyros kaki Thunb.), jabolko (Malus domestica Borkh.), oreh (Juglans regia L) in 
lesko (Corylus avellana L.). V listih kutine in plodovih nešplje smo proučevali vpliv topila, 
temperature in metode ekstrakcije na učinkovitost ekstrakcije proantocianidinov in ostalih 
fenolnih spojin. Rezultati so pokazali, da se več proantocianidinov ekstrahira pri višjih 
temperaturah. Kot najbolj optimalni topili sta se izkazala 100 % aceton in 100 % metanol, 
čeprav smo zaznali močan vpliv vrste tkiva in stopnje zrelosti plodov na učinkovitost 
ekstrakcije. 
 
V plodovih kakija smo preverili spremembe v vsebnosti in topnosti proantocianidinov med 
dozorevanjem. Rezultati so potrdili dve različni znanstveni spoznanji: (1) spremembo 
kemijske strukture proantocianidinov med dozorevanjem klimakteričnih plodov in (2) 
interakcijo proantocianidinov s snovmi matrice celične stene med medenjem. Dokazali 
smo, da je tip sprememb odvisen od sorte kakija in vrste plinov v modificirani atmosferi 
med medenjem. Pri medenju kakija z etilenom smo zaznali značilno omehčanje plodu, 
povezano z razpadom celične strukture, in interakcijo proantocianidinov in pektinov. Pri 
dozorevanju v atmosferi s CO2 pa se polimerizacija proantocianidinov v 
visokomolekularne polimere zgodi v taninski vakuoli brez strukturnih sprememb plodu. 
Oba tipa sprememb povzročita, da postanejo proantocianidini netopni in senzorično 
nezaznavni, kar se ob zaužitju odrazi kot izguba trpkosti. 
 
Primarna vloga taninov v rastlini je obramba pred patogeni in rastlinojedci, zato se v večjih 
količinah kopičijo v organih, ki so ključni za rast, razvoj in razmnoževanje (npr. brsti, 
plodovi, semena). Večinoma so zastopani v tkivih, ki služijo kot prva črta obrambe (npr. 
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kožica, testa). Vsebnost proantocianidinov in drugih spojin iz skupine fenolov smo 
analizirali v različnih frakcijah jabolk. Rezultati so pokazali, da pri pridelavi jabolčnega 
soka večina proantocianidinov ostane v sadni pogači, iz katere bi lahko z nadaljnjo 
ekstrakcijo pridobili fenolne spojine iz skupine flavanolov. 
 
Sintezna pot proantocianidinov (fenolnih spojin, ki močno vplivajo na okus) in sintezna 
pot antocianinov (fenolnih spojin, ki vplivajo na barvo) izhajata iz skupnega prekurzorja na 
flavonoidni sintezni poti. Kompeticijo za iste substrate na sintezni poti proantocianidinov 
in antocianinov smo preučevali na mutantu oreha z rdeče obarvano testo. Rezultati niso 
potrdili negativne korelacije med vsebnostjo antocianinov in proantocinidinov, ki bi jo 
lahko povezali z večjo aktivnostjo encimov ali ekspresijo genov. Dokazali smo, da je 
rezultat povečane aktivnosti encima PAL v rdeče obarvani testi oreha najverjetneje glavni 
razlog kopičenja zadostne količine substratov za sintezo tako proantocianidinov, kakor tudi 
antocianinov. Rdeča barva teste oreha je verjetno naključna klonska mutacija, pri kateri 
smo zabeležili veliko aktivnost encima PAL in ekspresijo genov PAL in ANS. 
 
Za razliko od plodov večine sadnih vrst, vsebnost taninov v testi oreha med dozorevanjem 
značilno narašča. V orehovih jedrcih brez teste pa smo po drugi strani zaznali popolnoma 
nasproten trend kopičenja fenolnih spojin med dozorevanjem. Vsebnost fenolnih spojin 
med dozorevanjem orehov se v jedrcu brez teste torej zmanjšuje, pri dozorevanju lešnikov 
pa se v jedrcu brez teste fenolne spojine kopičijo. 
 
Pri orehu se fenolna profila teste in jedrca brez teste značilno razlikujeta. Testa oreha je 
glavni vir fenolnih spojin v jedrcu, večinoma se v tem delu oreha nahajajo hidrolizirajoči 
in kondenzirani tanini. V orehovih jedrcih brez teste pa so iz skupine taninov prisotni le 
hidrolizirajoči tanini, natančneje elagitanini. 
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4.2 SUMMARY 
 
Tannins are a unique and diverse group of plant secondary metabolites. They belong to a 
group of phenolic compounds, but they significantly differ from other phenolics by high 
molecular weight and interactions with proteins and other macromolecules. Tannins are 
divided into two groups: hydrolysable and condensed tannins or proanthocyanidins. 
Additional groups of tannins are "pseudotanins" and complex tannins. Hydrolysable 
tannins are less frequent in human diet, and therefore, in comparison to proanthocyanidins, 
not sufficiently studied. Proanthocyanidins are very common in food and drinks of plant 
origin and represent an important source of health beneficial compounds in human diet. 
Additionally, tannins have a significant effect on the flavor of plant products and, 
consequently, on human organoleptic perception of food rich in tannins. 
 
In this doctoral thesis, we have studied the content of tannins in various organs of fruit 
plants and the effect of enzyme activity and gene expression on their synthesis. Medlar 
(Mespilus germanica L.), quince (Cydonia oblonga L.), persimmon (Diospyros kaki 
Thunb.), apple (Malus domestica Borkh.), walnut (Juglans regia L), and hazelnut (Corylus 
avellana L.) were studied as model plants. We have analyzed the effect of solvent, 
temperature and extraction method on the efficiency of extraction of phenolic compounds 
and proanthocyanidins from quince leaves and medlar fruits. It can be concluded, that 
higher extraction of proanthocyanidins is achieved at higher temperatures. Most efficient 
solvents for the extraction of proanthocyanidins were 100% acetone and 100% methanol, 
but a significant influence of ripening stage and type of tissue was recorded.  
 
The changes in the content and solubility of proanthocyanidins were studied during 
persimmon fruit ripening in modified atmosphere. The results confirmed two different 
scientific theories: (1) the changes of proanthocyanidins chemical structure and (2) their 
interaction with cell wall components. Our results indicate that the type of changes 
depends on persimmon variety and type of gas in modified atmosphere. During persimmon 
ripening in ethylene rich atmosphere, cell wall structure collapses, the fruit becomes soft 
(the process is known as bletting) and tannins interact with pectin. On the other hand, 
ripening in CO2 rich atmosphere causes proanthocyanidins to polymerise into high 
molecular polymers in cell vacuole and the structure of cell wall matrix of persimmon fruit 
remains unchanged. Both types of changes result in proanthocyanidins becoming insoluble 
and sensorially inert. No astringent taste is detected after any of above mentioned 
deastringency method is carried out.  
 
 
The main function of tannins in plants is protection against pathogens and herbivores. 
Tannins are, therefore, mainly located in plant organs that are important for development, 
growth and reproduction (i.e. buds, fruit, and seeds) and in tissue which serves as the first 
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line of defense against various environmental factors (i.e. fruit skin, pellicle). The content 
of proanthocyanidins and other compounds from the group of tannins was studied in 
various fractions of apple fruit. The results indicate that a high share of proanthocyanidins 
is retained in pomace; a by-product of apple cider production. Apple pomace can be 
regarded as a potential source for the extraction of phenolic compounds from the group of 
flavanols.  
 
The synthetic pathway of proanthocyanidins (phenolic compounds that affect the taste) and 
the synthetic pathway of anthocyanidins (phenolic compounds that affect the color) derive 
from a common precursor on the flavonoid biosynthetic pathway. The competition for 
substrate in the synthetic pathway of proanthocyanidins and anthocyanidins was studied on 
a red-pellicle walnut mutant. A negative correlation between higher synthesis of color 
compounds and lower synthesis of proanthocyanidins could not be confirmed. On the other 
hand, higher activity of PAL enzyme in red-pellicle walnut could be the potential reason 
for accumulation of a sufficient amount of substrate for the synthesis of both 
proanthocyanidins and anthocyanidins. The red-colored walnut pellicle is probably a 
random clonal mutation, resulting in high activity of PAL enzyme as well as high 
expression of PAL and ANS genes. 
 
In contrast to most fruit species, the content of tannins in the pellicle increases during 
walnut fruit development and ripening. A completely different pattern of phenolic turnover 
was detected in walnut kernel during ripening. In walnut kernel, the content of the phenolic 
compounds decreased during ripening, while in hazelnut kernel the content of the phenolic 
compounds increased with progression of ripening. 
 
The research carried out on various parts of walnut kernel showed significant variations in 
phenolic profiles between the pellicle and kernel. Walnut pellicle is the main source of 
phenolic compounds in walnuts and its phenolic profile is mainly composed of a 
combination of hydrolysable and condensed tannins. Meanwhile, phenolic profile of the 
interior part of the kernel (without pellicle) is only composed of hydrolysable tannins, 
specifically ellagitannins.   
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